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Untersuchungen fiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


IV. Mitteilung. A. 2. Die Harnstoffbildung in tiberlebenden Organen 
und im PreBsaft derselben. 


Von 
S. Salaskin, L. Solowjew und D. Tjukow. 





(Aus der biochemischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. November 1931.) 


Die Rolle des Arginin—Arginasesystems in der Harnstoffbildung 
bei der Placentaautolyse. 


Wie auch unsere vorausgegangene Mitteilung®) iiber Leber- 
autolyse, bezweckt die vorliegende eine Kliérung der Rolle des 
Arginin—Arginasesystems bei der Harnstoffbildung in verschie- 
denen Organautolysaten. Damit verfolgen wir somit den fiir 
unsere planmaéSigen Untersuchungen vorgezeichneten Weg. 


Da von allen die Autolyse begleitenden Prozessen uns nur die Harn- 
stoffbildung interessiert, so wollen wir uns bei den anderen Erscheinungen 
der Autolyse nur soweit aufhalten, als sie eventuell die Harnstoffbildung 
beeinflussen kénnen. Aus demselben Grunde beschrinken wir uns auf solche 
Literaturangaben iiber Placentaautolyse, welche unser Thema unmittelbar 
beriihren. 

Als erster hat Hammet?) Harnstoffbildung bei Placentaautolyse fest- 
gestellt (1919). Er verwendete Placentabrei mit Aq. dest. zu gleichen Teilen 
unter Zusatz von Chloroform und Toluol als Antiseptikum. Die Versuche 
wurden teils bei 4°, teils bei 16° gefiihrt. Der Autor konnte durchweg Zunahme 
des Harnstoffs nachweisen. Die Bestimmungen wurden nach dem Urease- 
verfahren ausgefiihrt. Ungeklart blieb dabei sowohl der den Harnstoff liefernde 
Stoff, als auch der die Bildung auslésende Faktor, festgestellt haben die Autoren 
bloB die Tatsache des Anwachsens des Harnstoffs bei Placentaautolyse. 

Weiterhin hat Dellepiane') die Harnstoffbildung bei Placentaautolyse 
untersucht (1927). Er fand, daB bei Autolyse ebenso wie auch im Placenta- 
perfusionsversuch Harnstoff gebildet wird, daB jedoch die Placenta befahigt ist 
denselben zu zerstéren, wenn sich gréBere Harnstoffmengen angehauft haben. 
Besondere Beachtung verdienen noch die Arbeiten von Wehefritz und 
Gierhake. Die eine derselben”) (1928) stelit fest, daB die Placenta in jedem 
Schwangerschaftsstadium Arginase enthalt und bestatigt die friiheren Angaben 
(1925) von Wehefritz*) iiber hohen Arginingehalt der Placenta, worauf 
ibrigens bereits Harding-Forth*) hingewiesen hat. Die genannten Autoren 
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stellen fest, daB der Arginingehalt im umgekehrten Verhaltnis steht zum 
Alter der Placenta, indem er im 9.—10. Schwangerschaftsmonat bis zu 11,2°/, 
und sogar bis zu 5,4°/, absinkt, gegeniiber den urspriinglichen 21,18—23,89°/,. 
Aufspaltung des Harnstoffs in CO, und NH, hat sich fiir die Placenta nicht 
nachweisen lassen, worin die Autoren einen Hinweis auf das Fehlen von Urease 
sehen. In der anderen Mitteilung’) finden wir die Ergebnisse iiber den Harn- 
stoffgehalt der Placenta bei normaler und pathologischer Schwangerschaft 
(1930). Die Autoren fassen ihren Befund in folgenden Satzen zusammen: 
1. Der Harnstoffgehalt der Placenta ist hoch auch in der Norm und betragt 
im Durchschnitt 11,7 mg-°/). 2. Bei schweren Toxikosen steigt er erheblich 
an und steht am héchsten bei Eklampsie, bis zu 50 mg-°/, erreichend. 3. Sofern 
die biochemische Wirkung des Harnstoffs beriicksichtigt wird, kénnte ins- 
besondere fiir die Eklampsie als Ursache eine toxische Beeinflussung der 


Placenta angenommen werden. 


Untersuchungsverfahren. 


Die Placenten lieferte uns eine Anstalt fiir Geburtshilfe, wo 
sie nach der AbstoBung in sterilen GeféBen aufbewahrt wurden. 
Alle Placenten stammten von normalen Entbindungen und der 
Zeitraum von der Geburt der Placenta bis zum Beginn des Ver- 
suches dauerte 11/,—6 Stunden. Mit Fleischhackmaschine be- 
handelt, wurde der Placentabrei manchmal noch durch ein Sieb 
gerieben. Der Untersuchung diente entweder der Placentabrei 
als solcher oder im Gemisch mit Pufferlésungen von verschieden ab- 
gestufter px-Zahl. In allen Fallen wurden sterile GefiBe mit ge- 
schliffenen Stopfen benutzt. Als Antiseptikum diente Toluol 
allein oder mit Chloroformzusatz. Die VersuchsgefaBe kamen in 
den Brutschrank bei 85—87°. Der Berechnung sind 100 g Placenta 
zugrunde gelegt, die Zahlenwerte in den Tabellen geben somit den 
Gehalt an der gesuchten Substanz in Milligrammprozenten. Die 
Bestimmung des Harnstoffs (nach Fosse) im Autolysat und des 
Arginins, in der vermittelst Abkochen mit HCl hydrolysierten Pla- 
centa, machten wir in der von Salaskin und Solowjew be- 
schriebenen Weise.5) Manche Autolysate priften wir auf den 
Bruttogehalt der Placenta an N, sowie auf den Reststickstoff, 
Aminoséuren und Harnsiéure. Das EHiweiB fallten wir zur Be- 
stimmung des Reststickstoffs, der Aminoséuren und der Harn- 
siure mit kolloidem Eisenoxyd. Den Reststickstoff bestimmten 
wir vermittelst Verbrennung eines Teiles des Filtrats mit H,SO,, 
Wasserstoffhyperoxyd und K,SO,. Zum Abdestillieren von NH, 
diente die Parnas-Hellersche Vorrichtung. Vorgelegt wurde 
n/50-HCl, zuriicktitriert mit n/70-NaOH. Als Indicator diente 
Methylrot + Methylenblau. Die Aminoséuren bestimmten wir 
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nach Folin, Harnsiure nach Benedict. px bestimmten wir 
elektrometrisch mit Chinhydron in der abzentrifugierten Lésung. 
Der N-Gehalt der Placenta wurde nach Kjeldahl bestimmt. 
Arginase bereiteten wir nach Hunter und Dauphine‘) durch 
Ausziehen von Lebersubstanz mit 75°/, Glycerin. Solche Extrakte 
werden zum Versuch aufs 5fache verdiinnt. Fiir die Arginin- 
bestimmung wurde Arginase bei 2maliger Wiederholung zu- 
gesetzt.' 


Experimenteller Teil. 


Mit den ersten 4 Versuchen bezweckten wir festzustellen, wie 
das Anwachsen der Harnstoffbildung bei unserer Versuchs- 
anordnung vor sich gehen wiirde. Dazu diente Placentabrei per se 
oder nach Zusatz physiologischer NaCl-Lésung 1:1 oder eines 
Essigsiuregemisches. Letzteres enthalt auf 17 Teile n/10-essigsaures 
Natron 7 Teile n/10-Essigsiure und wurde mit dem Brei 1:1 ver- 
mischt. Als Ausgangswert fiir den Vergleich galt uns der Harn- 
stoffgehalt des Placentabreies, somit der Placenta, einige Stunden 
nach ihrer Geburt. In dieser Zeit ging sicher Autolyse vor sich 
und hatte dazu gefiihrt, daB der Harnstoffgehalt angewachsen 
war. Das zeigt unser Versuch 8, als unmittelbar nach der Geburt 
ein Stiick der Placenta in 1°/, Essigséure gebracht war. Hier hatten 
wir Urt 9,19mg-°/, gegen 14,01 mg-°/, 2 Stunden spiter nach Zu- 
bereitung des Placentabreies. Dabei ist es ausgeschlossen, daB Harn- 
stoff teilweise in die Essigsiure iibergegangen war, denn er war hier 
nicht nachzuweisen und auch das Placentastiick hatte in der Essig- 
siure an Gewicht nicht verloren. Versuch 4 dieser Serie nimmt 
eine Sonderstellung ein, indem die Placenta uns aus der pharma- 
kologischen Abteilung (Herr. Prof. Sawitsch) unseres Instituts 
iibergeben worden war, nachdem sie dort von Blut befreit, einem 
Perfusionsversuch mit Strophant. pur. (1: 25000) in 2maliger 
Wiederholung gedient hatte. Die Ergebnisse dieser Versuchs- 
serie zeigt Tab. 1. Alle Versuche hatten Anwachsen des Harnstoff- 
gehaltes ergeben. 

Die Versuche 5, 6 und 7 bezweckten sowohl Feststellung des 
fir die Harnstoffbildung optimalen px, wie auch Klarung der 
Frage, ob nicht ein Zusammenhang bestehe zwischen Anwachsen 
des Gehaltes an Harnstoff und an Aminosiuren, sowie an Rest- 
stickstoff. 

In Versuch 5 nahmen wir fiir die Bestimmung des Ausgangs- 
gehaltes an Harnstoff 20 g Placenta, die iibrigen 88 g wurden 
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Tabelle 1. 
Urt-Gehalt in mg-°/o. 
a ed | i ¥ 
© a Placenta mit Pl ta mit 
B e S g | Placentasubstanz | physiol. Losung estan Phe 
£2 é Essigsauregemisch 
© o¢ 1:1 
. Datum | gO 3 |— — tinal | 
Ss .@ | 1 ' 4 | 8 

~ E TA Einzel- | 3 = Einzel- | ic = Einzel- | . = 
Z| ___[S "| Pectinmune] 6g [Posinmane |g [batinmans | 
1}26.1. | 6 |24,38—24,02!24,20 124,20 | 

30 | 27,47—27,90/27,63 | 35,89—35,89 35,89 | 
2 | 16. II. 2 |14,29—14,29| 14,29 14,29 

72 {21,79 21,79 42,47—42,47 42,47 
3] 3.111] 2 | 14,91—13,04/14,01 14,01 

24 | 22,85 22,85 

72 eit ame 35,02 35,02 
4] 3. IIt. 2,12 | 2,12 

48 115,29 115,29 

Tabelle 2 (Versuch 5). 
Placentabrei mit phosphathaltigem Puffergemisch. 
Dauer in a N- 

g a Stdn. v. Ur" in mg-"e Ur~ |Amino-}| RN 
; B Datum |d. Geburt] px |———— in |sauren] in 
oo d. Pla- Einzel- | Durch- mg-°/,| in | mg-°/, 

“a centa an bestimmung | schnitt mg-°/> 
5a 5. 1V. 1,5 6,18 6,7—7,14 6,9 4,71 | 21,5 81,5 
31,5 | 6,25 | 34,12—33,62 | 33,9 40,4 | 94,2 
79,5 | 6,26 | 39,09 39,1 | 4,26 | 45,9 | 264,1 
b | 5. IV. 1,5 | 6,92 6,9 | 4,71 | 21,5 | 81,5 
31,5 | 7,05 | 25,21—24,79| 25,0 29,0 | 114,6 
79,5 | 7,05 | 26,48—28,03; 27,3 | 4,58 | 61,3 | 166,6 
e | 5. IV. 1,5 7,60 6,9 | 4,71 | 21,5 81,5 
31,5 7,60 | 28,71—27,31| 28,0 45,9 | 119,4 
79,5 | 7,58 |26,85—28,01; 27,5 | 4,92 | 50,0 | 142,0 


























mit 10cem Toluol und 8ccm Wasser versetzt (Gesamtgewicht 
173,6 g). Mit dieser Mischung beschickten wir zu je 40 ccm 
8 Glaischen mit geschliffenem Stopfen und versetzten den Inhalt 
mit je 40 ccm einer Phosphatmischung mit verschiedenem px 
(4,94, 6,87 und 8,67). Wie Tab. 2 zeigt, trat nach Zusatz des 


Placentabreies Verschiebung des pu im Phosphatgemisch ein. In 
Versuch 6 haben wir zu 165,2 g Placentabrei 20 cem Toluol und 
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150 cem Wasser zugesetzt (Gesamtgewicht 330,5 g). Mit diesem 
Gemisch zu je 80 ccm wurden 3 Gliser mit geschliffenem Stopfen 
beschickt unter Zusatz von je 80 ccm Essigsiuregemisch mit ver- 
schiedenem pu (5,0, 4,1, 3,19). Auch hier wurde Verschiebung 
fiir px des Puffergemisches durch Zusatz von Placenta vermittelt. 
In Versuch 7 verdiinnten wir den Placentabrei mit Wasser, 
beschickten damit in gleicher Menge Glaser unter Zusatz eines 
Essigsduregemisches mit pu = 3,19 und 5,0 (Tab. 4). 


Tabelle 3 (Versuch 6). 


Placentabrei mit essigsaurem Puffergemisch. 








Nr. 
des Datum 
Ver- 
suchs 
6a [25.1V. 
b 425. IV. 
ce |25.1V. 
7a 12. V. 
b 














Dauer in 
Stdn. v. 
d. Geburt 
der Pla- 
centa an 





PH 


4,68 
4,68 
4,68 


5,13 
5,13 
5,13 


5,66 
5,64 
5,64 


Urt in mg-®/, 








Einzel- 


bestimmung 


17,17—16,48 


19,6 


20,0 
21,4—21,4 


19,30—20,0 
35,0 —35,0 
38,58—37,14 


| Durch- 
| schnitt 





16,8 
| 20,0 
| 21,4 


| 16,8 
| 19,7 
| 35,0 
| 37,8 


Tabelle 4 (Versuch 7). 


Placentabrei mit essigsaurem Puffergemisch. 





5,19 
5,03 
5,03 


5,93 
5,84 
5,84 





19,3 —18,6 
23,6 


| 


27,14—27,14 | 


31,49—32,46 
40,0 —37,14 


| 


| 


31.9 








38,6 


N-Amino- 
saéuren 
in mg-°/o 


33,4 
129,6 
237,6 


33,4 
132,0 
239,4 


33,4 
122,8 
237,8 





466,6 


70,3 
227,8 
363,3 


70,3 
136,0 





318,2 


RN 
in mg-°/o 


160,0 
804,8 
913,6 


160,0 
723,6 
884,2 


160,0 
554,0 
650,2 
783,6 


368,0 
672,0 
965,0 
368,0_ 
341,6 
592,2 


Die Versuche 8, 9 und 10 bezweckten Klirung der Frage, 





Die GewichtsgréBen fiir 


welche Rolle dem Arginin--Arginasesystem zukomme bei der Harn- 
stoffbildung in der Placenta oder ob der Harnstoff, ebenso wie 
in der Leber, ausschlieBlich auf Kosten dieses Systems gebildet 
wird. Fir Versuch 8 diente dieselbe Placenta wie im Versuch 7, 
bloB mit dem Unterschied, da8B der Brei mit einem Phosphat- 
gemisch mit pu = 4,94 versetzt war. 
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Arginin geben wir in den entsprechenden Harnstoffwerten an 
(Tab. 5). 


Tabelle 5 (Versuche 8, 9 und 10). 








| 


Nummer 
# des Versuchs | 


Brutto- Gehalt in mg-°/, Gehalt 


gehalt an Arginin 


— ‘| 8M jn Parallelem. Durch 
, Urt | Hydrolyse- i heotenel 
[in eo] "| versuchen_| Sehnitt} i 








18,0 324,6—315,6 
52,8 | 302,8—296,4 
71,4  261,0 


28. V. 31,1 352,9—351,9 
53,2 341,0—348,8 
64,3 319,4—329,7 


17. VI. 35,4 351,4—360,0 
60,0 | 324,2—317,8 


























Von Interesse diirfte es sein, auf Grund der Ergebnisse der 
angegebenen Versuche, sei es auch nur annéhernd, den Arginin- 
gehalt der Placenta und den Prozentsatz des zum SchluB der 
Autolyse abgespaltenen Arginins zu errechnen. Geht man dabei 


von den Ergebnissen des Versuches 8 aus, nachdem die Autolyse 
251 Stunden gedauert hatte, so ergibt sich, da8 von dem Gesamt- 
stickstoff der Placenta auf das Arginin etwa 18,5°/, fallen, und 
wenn der Arginingehalt auf 100 g PlacentaeiweiB berechnet wird, 
so stellt er sich auf etwa 6,7°/,. Das Gesamtarginin der Placenta, 
sowohl préformiert wie auch im Hiwei8 enthalten, war nach 
251 Stunden Autolyse zu etwa 21,4°/, in Harnstoff umgewandelt. 
Auf Grund der Versuche 9 und 10 wiirde die Berechnung 
annihernd ahnliche Werte ergeben. 

Die Versuche 11 und 12 bezweckten Auskunft dariiber zu 
gewinnen, ob nicht mit der Zeit das Anwachsen des Harnstoffs 
guriickbleibe infolge Zersetzung bzw. Abnahme der Arginase 
an Aktivitét oder Abnahme in der Abspaltung von Arginin. 
Die Placenten waren in der iiblichen Weise vorbehandelt und 
mit einem Phosphatgemisch vom pu = 4,94 versetzt. In jedem 
Versuch waren 8 Portionen eingestellt. Sofern wir die Pla- 
centa unter Arginasezusatz auf ihren Harnstoffgehalt priiften, 
bestimmten wir den beim Zerfall der Arginase gebildeten Harn- 
stoff. Es erwies sich, daB 100 ccm Arginase 120 mg Dixanthy]l- 
harnstoff liefern nach 24stiindigem Aufenthalt im Thermostat, 
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130 mg nach 48 Stunden und weiterhin ein Anwachsen ausbleibt 




















































an 
(vgl. Tab. 6). 
Tabelle 6 (Versuch 11 und 12). 
ced Harnstoffgehalt in mg-°/. 
& ivalissueadoauetumebnsemnmecateeanepaliamaandteliseneaaaneione = ————- en ee (ee a an wr 
h J Placenta mit Placenta mit Placenta mit 
ch. P “one Phos we es Phosphatgemisch | Phosphatgemisch 
‘lo Datum] aufent-} px ean et __und _Arginase ri und Arginin 
= halt Einzel- [{Durch-| Einzel- |Durch-| LEinzel- | Durch- 
in Stdn. bestimmung schnitt | bestimm. jschnitt | bestimmung schnitt 
2 8.v.| 6 31,43—30,71| 31,1 31,1 31,1 
7 30 45,0 —42,14| 43,6 | 45,7 45,7 | 75,0— 69,0] 72,0 
72 6,19] 55,71—50,71 | 53,2 |60,0—61,5;| 60,80 | 108,8—108,8)| 108,8 
8 144 64,3 64,3 175,03 75,0 108,0—110,3 | 109,2 
38 17.VL] 5 37,86—32,86 | 35,4 35,4 35,4 
125 6,0 | 54,86 54,9 | 65,0 | 65,0 |102,0 102,0 
»56 245 62,86—57,14| 60,0 | 126,4 126,4 




















In Versuch 11 hatten wir 200 cem des Gemisches mit 10 cem 
Arginase (in der oben angegebenen Weise gewonnen) versetzt 
und eine andere Portion, ebenfalls 200 cem mit 8 ccm Arginin, 
mit Stickstoffgehalt, 37,12 mg, was einer Harnstoffmenge von 
39,738 mg entspricht. 

In Versuch 12 betrug fiir die eine Portion der Arginasezusatz 
(unverdiinnter Glycerinextrakt aus der Leber) 2 ccm auf 200 cem 








rd, der Mischung. Eine andere Portion desselben Gemisches in der 

ta, gleichen Menge versetzten wir mit 20 ccm Arginin mit N-Gehalt, 

ah 40 mg, entsprechend 48 mg Harnstoff. In 200g des Gemisches 

It. — (Versuch 11 und 12) betrug der Gehalt an Placentasubstanz 50 g. 

ne | Die beiden Portionen in Versuch 11, die eine mit Argininzusatz, 
' die andere ohne, lassen folgenden Unterschied im Anwachsen des 

_ Harnstoffs erkennen: 

fis FF Nach 30 Stdn. 72,0—43,6 = 28,4 mg 

se » 72 ,, 108,8—53,2 — 55,6 

oo - » 144 ,, 109,2—64,3 = 44,9 

nd § Die Werte der Tab. 6 beziehen sich auf 100 g Placenta, da- 

em gegen enthielten 200 g des Gemisches, welchem Arginin in einer 

la- 39,7 mg Harnstoff entsprechenden Menge zugesetzt war, an 

on, Placentasubstanz 50 g. 

m- Fiir Versuch 12 ergibt der Unterschied folgende Werte: 

yl. & Nach 125 Stdn. 102,0—54,9 = 47,1 mg 

at, 3 » 245 ,, 126,4—60,0 = 66,4 


~< 
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Auch hier liegen der Berechnung 100g Placenta zugrunde, 
wahrend der angegebene Argininzusatz sich auf 50 g Placenta be- 
zieht. Man sieht somit, daB (Versuch 11) in 188 Stunden der Harn- 
stoff um 83,2 mg oder 106,7°/, zugenommen hat, im Vergleich 
zum Ausgangswert, in der Portion mit Arginasezusatz um 43,9 mg 
oder 141,1°/, und in derjenigen mit Argininzusatz um 78,1 mg 
oder 219°/). In 240 Stunden (Versuch 12) betrug der Zuwachs 
fiir Harnstoff in der Portion ohne Zusatz 24,6 mg oder 70,0°/), 
in der Portion mit Argininzusatz 91 mg oder 257,1°/). 


Besprechung der Ergebnisse. 


Aus den ersten 4 Versuchen (Tab. 1) ist zu ersehen: 

1. Da8 der Harnstoffgehalt anwiichst.*) 

2. DaB bei Zusatz physiologischer Lésung und eines Essig- 
siuregemisches die Zunahme an Harnstoff gréRer ist, als im 
Placentabrei ohne jeden Zusatz. (Leider fehlt in diesen Versuchen 
px-Bestimmung.) 

Aus Versuch 5, 6 und 7 (Tabb. 2, 3, 4) geht hervor: 

1. DaB fiir die Harnstoffbildung bei Placentaautolyse das 
optimale px zwischen 5,64 und 6,20 liegt und daB die Harnstoff- 
bildung abnimmt, wenn pu hoher oder niedriger steht. 

2. DaB die Aminosiuren wahrscheinlich unabhaéngig vom 
px-Niveau anwachsen kdnnen. 

8. DaB die Autolyse auf den Harnséuregehalt wahrschein- 
lich nicht einwirkt. 

4. DaB R—N bei der Abnahme von px zunimmt. 

5. DaB Harnstoff und Aminoséuren, sowie R-N unabhiangig 
voneinander anwachsen. 

Versuch 8, 9 und 10 berechtigen zur SchluBfolgerung (in den 
Fehlergrenzen des Verfahrens), dab: 

1. der Gesamtharnstoff bei Placentaautolyse, wie in der 
Leber, auf Kosten des Arginin—Arginasesystems zu setzen ist; 

2. der Arginingehalt im PlacentaeiweiB zum Schlu8 der 
Schwangerschaft etwa 7°/) betrigt; 

8. bei Placentaautolyse in der Dauer von etwa 250 Stunden 
gegen 20°/, des Arginins in Harnstoff umgewandelt wird, wahrend 
die Leber 50°/, und mehr in Harnstoff umwandelt. 


*) DaB die Placenta Harnstoff nicht nur zu bilden, sondern auch zu 
zerstoren vermag (Dellepiane), haben weder Wehefritz und Gierhake 


noch wir bestatigen kénnen. 
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und 6,20. 


Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 9 


Aus Versuch 11 und 12 (Tab. 6) folgern wir, daB Arginase- 
zusatz das Autolysat zu etwas stirkerer Harnstoffbildung an- 
regt, jedoch erheblich weniger als Argininzusatz. Das steht in 
voller Ubereinstimmung mit den entsprechenden Leberautolysat- 
versuchen, wo Arginase kaum einwirkte, wahrend Arginin zu 
75—83°/, in Ur+ umgewandelt wurde. 

Es liegt somit die Annahme nahe, daB die Abschwichung 
der Harnstoffbildung auf fortschreitender Abnahme in der Ab- 
spaltung von Arginin aus dem EiweiBmolekiil beruht und daB 
im Ablauf der Autolyse Arginase aus den Gewebszellen allmahlich 
in Freiheit gesetzt wird, um in die Lésung iiberzugehen. Leider 
waren wir nicht in der Lage, die Verinderung im Gehalt an aktiver 
Argmase wahrend der Autolyse zu bestimmen. Wir behalten uns 
vor, auf diese Frage zuriickzukommen nach Abschlu8 unserer 
Versuche tiber die Geschwindigkeit der Abspaltung des Arginins 
aus dem EiweiBmolekiil bei Leberautolyse. 

Als Hauptergebnis dieser Arbeit erscheint uns die Feststellung, 
da8 auch fiir die Placenta, wie fiir die Leber, bei Autolyse die 
gesamte Harnstoffbildung auf Kosten des Arginin—Arginasesystems 
vor sich geht. Wir glauben daher, da8 auch in anderen Organen, 
sofern ihre Autolyse zum Anwachsen des Harnstoffgehaltes fiihrt, 
der gleiche ProzeB verlauft. Ob diese Annahme berechtigt ist, 
werden unsere bereits in Angriff genommenen Untersuchungen 
zeigen, jedoch schon hier verweisen wir auf die sich ergebende 
prinzipiell wichtige Folgerung, daB die in der iiblichen Weise durch- 
gefihrte Autolyse kaum Aussichten bietet, aus solchen Verbin- 
dungen, wie Ammoniaksalzen oder Aminoséuren, Harnstoff syn- 
thetisch zu gewinnen. Zwar besteht kein Zweifel, daB diese Ver- 
bindungen bei Autolyse gebildet werden, jedoch steht fest, daB 
der Harnstoff das umgewandelte Arginin an Menge nicht iiber- 
steigt. Es ist somit sicher, daB unter den gegebenen Bedingungen 
Aminoséuren fiir die Harnstoffbildung kein Material liefern. Da- 
her ist auch nicht zu erwarten, daB dem Autolysat zugesetzte 
Aminosduren Harnstoffbildung bedingen kénnten. 


Zusammenfassung. 


1. Im Einklang mit anderen Autoren ist festgestellt, daB bei 
Placentaautolyse der Harnstoffgehalt anwichst. 


2. Fur Harnstoffbildung liegt das optimale pu zwischen 5,64 
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3. Harnstoff einerseits, Aminosiuren und R—N andererseits 
steigen an, ohne daB ein Abhiangigkeitsverhaltnis zwischen ihnen 
zu erkennen ist. 


4. Bei Placentaautolyse, wie bei Leberautolyse ist die ge- 
samte Harnstoffbildung auf Rechnung des Arginin—Arginase- 
systems zu setzen. 


5. Gegen AbschluB der Autolyse zugesetzte Arginase regt die 
Harnstoffbildung etwas an, jedoch erheblich weniger als Arginin- 
zusatz. Das entspricht genau dem Befunde bei Leberautolyse. 
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Uber Gliadin. 


Von 
K. Felix und H. Reindl. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1931.) 











Zur Fortsetzung unserer Untersuchung iiber die Méglichkeit, 
HKiweiBk6rper zu verestern und aus dem Methoxylgehalt der Ester 
die freien Carboxylgruppen zu ermitteln, haben wir das Verhalten 
von Gliadin geprift. Dieses schien uns deswegen dafiir geeignet, 
weil es sehr viele freie Saureamidgruppen besitzt, die relativ leicht 
aufgespalten werden. Die Vorversuche zeigten auch, daB das 
Gliadin gegeniiber methylalkoholischer Salzsaure viel empfindlicher 
ist als die Protamine und das Histon der Thymusdriise. Wurde die 
Veresterung ohne besondere VorsichtsmaBregeln vorgenommen, so 
trat Zersetzung ein, indem freier Aminostickstoff und Methoxyl- 
gehalt stetig zunahmen. Wir erhielten erst dann reproduzierbare 
und bei wiederholter Veresterung konstante Werte, wenn die 
Gliadinpraéparate selbst absolut trocken und wahrend der Operation 
jede Feuchtigkeit vollkommen ausgeschlossen waren. Das Gliadin 
geht als Esterhydrochlorid in Lésung und kann mit Ather wieder 
gefallt werden. Wird der Niederschlag sofort griindlich mit 
trockenem Ather ausgewaschen, so erhilt man nichthygroskopische, 
pulverisierbare Priparate, die ganz schwach rosa gefarbt sind. Sie 
lésen sich leicht in Wasser, nicht in Methylalkohol, dagegen in 
methylalkoholischer Salzséure. In wa8riger Lésung tritt beim 
Stehen bald Verseifung ein. Das Gliadinesterhydrochlorid lést sich 
auch leicht in 90°/,iger Essigsiure, wird aber dabei rasch auf- 
gespalten. 

Wir gingen von einem Gliadinpraparat aus, das wir nach einer 
Vorschrift von H.B. Vickery aus ‘Aleuronatmehl dargestellt 
haben. Es enthaélt 17,6°/, Stickstoff. Bei der Saurehydrolyse 
werden 24,1°/, des Gesamtstickstoffs in Form von Ammoniak frei. 
Salpetrige Saéure entwickelte aus dem unzersetzien Gliadin 0,8°/, 
des Gesamtstickstoffs, wihrend bei der Formoltitration sich 1,5°/, 
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nachweisen lieBen. Ob diese Werte wirklich freien primaren Amino- 
gruppen entsprechen, laéBt sich nicht entscheiden. Da Gliadin kein 
Lysin enthalt oder zum mindesten dieser Baustein noch nicht 
einwandfrei nachgewiesen ist (vgl. 3.), sollte es keine freien 
Aminogruppen besitzen. Die van Slykesche Methode wie auch 
die Formoltitration reagieren noch mit anderen stickstoffhaltigen 
Gruppen; die erstere z. B. mit der Guanidingruppe und dem 
Imidazolkern, die letztere ebenfalls mit dem Imidazolkern und der 
Iminogruppe des Prolins und Oxyprolins. Es ist méglich, daB bei 
dem hohen Gehalt an Prolin ein Teil seiner Iminogruppen frei ist. 

Der Methoxylgehalt des Gliadinesterhydrochlorids betragt 
5,5°/, und andert sich nicht auBerhalb der Fehlerbreite der Methode, 
wenn der Rohester aus Wasser mit Alkohol und Ather umgefiallt 
und ein zweites und drittes Mal verestert wird. Das urspriingliche 
Gliadin besitzt keine vorgebildeten Methoxylgruppen; dagegen 
destilliert bei der Methylbestimmung iiber 260° etwas Alkyljodid 
uber, was einem Gehalt von 0,4°/, Methyl am Stickstoff entsprache. 
Der mit salpetriger Séure nachweisbare Stickstoff schwankt bei 
den Estern zwischen 0,8 und 1,3°/,. Diese UnregelmaB8igkeiten 
sind wahrscheinlich auf die leichte Spaltbarkeit des Esterhydro- 
chlorids in konzentrierter Essigsiure zuriickzufiithren. Der Formol- 
stickstoff und der Ammoniakstickstoff haben um eine Kleinigkeit 
gegeniiber den Werten des urspriinglichen Ghadins abgenommen; 
der erstere auf 1,1°/, im Mittel, der letztere auf 23,2—23,4°/,. Falls 
diese kleinen Verschiebungen Verinderungen des Molekiils anzeigen 
sollten, so kénnen sie nur in ganz geringem Umfang stattgefunden 
haben. Ebensogut aber kénnen sie durch Beseitigung irgendeiner 
Verunreinigung erklirt werden. Jedenfalls dirfte es angehen, aus 
den Analysenwerten einige Schliisse auf die Zahl der freien basischen 
und sauren Gruppen zu ziehen. 

Aus dem Methoxylgehalt folgt, daB in 100g Ghiadinester- 
hydrochlorid 17,58-10-? Aquivalente Methoxyl enthalten sind. 
Daraus ergeben sich fiir die freien veresterbaren Carboxylgruppen 
des Gliadins selbst 19,54-10-? Aquivalente in 100 g. 

Da durch die Veresterung intramolekulare Salzbildungen ver- 
hindert sind, darf man aus dem Chlorgehalt des Esterhydrochlorids 
auf das Séurebindungsvermégen und die Zahl] der freien basischen 
Gruppen schlieBen. Der Chlorgehalt (3,9°/,) entspricht 11-10-?Aqui- 
valenten Salzsiure, woraus fiir die Zahl der sadurebindenden 
basischen Gruppen des Gliadins 12,2-10-? Aquivalente folgen. 
Da8 intramolekulare Salzbildungen das Bindungsvermégen fir 
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Uber Gliadin. 13 


Siuren tatsichlich beeinflussen, zeigt der Chlorgehalt des Gliadin- 
hydrochlorids, der viel niedriger ist als beim Esterhydrochlorid 
und nur 1,46°/, betriigt, was 4,58-10-? Aquivalenten basischer 
Gruppen entspricht. 

Von besonderem Interesse ist es noch, diese Ergebnisse mit 
der Zahl der freien basischen und sauren Gruppen, wie sie sich aus 
der Bausteinanalyse und der elektrometrischen Titration ergeben, 
zu vergleichen. Die Zahl der basischen Gruppen ist iquivalent 
dem Gehalt an Arginin und Histidin. Da vielleicht auch Prolin- 
Iminogruppen frei sind, ist noch der Wert der Formoltitration 
hinzuzurechnen, wobei zu erinnern ist, daB die Iminogruppe nur 
zu 80°/, mit Formol reagiert. Die Zahl der sauren Gruppen ent- 
nimmt man im allgemeinen aus der Differenz zwischen dem Gehalt 
an Aminodicarbonséuren einschlieBlich des Tyrosins und dem an 
Ammoniak. In der nachfolgenden Tabelle haben wir diese Werte 
einander gegeniibergestellt. Fir Asparaginsiure, Glutaminsdure 
und Oxyglutaminsaure haben wir die héchsten Werte der Literatur 
eingesetzt.”) Das Tyrosin scheidet fiir unsere Betrachtung aus. 
Die Werte der elektrometrischen Titration entstammen der Arbeit 
von D. M. Greenberg und Carl A. L. Schmidt.?) 





























100g Gliadin enthalten 
g | Mol x 10-2 
Saure Gruppen. | 
Asparaginsiure. ........2... 0,77 | 0,58 
Glutaminsfure ............ 43,66 29,70 
Oxyglutaminsfure .......... 7,7 | 4,71 
Summe | 34,99 
Amidstickstoff............ 4,2 | 30,0 
Differenz: | 4,99 
Carboxyle (Methoxylgehalt des Ester- | 
hydrochlorids ........... 5,5) | 19,54 
Elektrometrisch titrierbar ....... — 3,4 
Basische Gruppen. 

BRL he wlecdiesd A “Laie 3 3,14 | 1,80 
i Cin aig ck ea! oa 2 ew yi he 3,35 2,16 
Ee eles See aes kk a wk 0,69 0,47) 
Formol-Stickstoff. .......... 0,26 _ 1,89 

Summe | 6,32 
Chlorgehalt 
des Esterhydrochlorids ....... 3,9 | 12,3 
des Gliadinhydrochlorids ...... 1,45 | 4,15 
Elektrometrisch titrierbar . ..... . 
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Aus dieser Ubersicht ergibt sich zundchst einmal ein héherer 
Gehalt an veresterbaren Carboxylen, als sich nach der Baustein- 
analyse berechnen und elektrometrisch titrieren l4Bt. Es diirften 
somit neben zweiten Carboxylen der Aminodicarbonséuren noch 
solche anderer Aminoséuren frei sein, teilweise mit so niedriger 
Dissoziationskonstante, daB sie der elektrometrischen Titration 
entgehen. Ahnlich liegen die Verhiiltnisse bei den basischen 
Gruppen. Wahrend aus Bausteinanalyse, Chlorgehalt des Gliadin- 
hydrochlorids und elektrometrischer Titration Werte derselben 
GréBenordnung herauskommen, ergibt der Chlorgehalt des Ester- 
hydrochlorids eine bedeutend gréBere Zahl von séurebindenden 


basischen Gruppen. 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung des Gliadins. 


Wir haben das Gliadin mit geringen Modifikationen nach einer 
Vorschrift, die uns Herr Professor Dr. H. B. Vickery (New Haven) 
in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung stellte, bereitet. 

1 kg Aleuronatmehl wird in kleinen Portionen in 7 Liter 
70°/,igen Athylalkohol, der auf 50—65° erwirmt ist, unter Riihren 
eingetragen. Man JaéBt die Mischung etwa 20 Minuten bei dieser 
Temperatur digerieren und koliert sie dann durch eine doppelte 
Lage von Verbandmull. Der feuchte Riickstand wird noch zwei- 
mal auf dieselbe Weise mit 5 Liter Alkohol behandelt und zum 
Schlu8 ausgepreBt, um die letzten Reste des Extraktes zu ge- 
winnen. Die Kolate werden vereinigt und auf einer groBen Nutsche 
durch eine 5 cm dicke Schicht Papierbrei filtriert, wobei man ein 
vollig klares Filtrat erreichen mu. Dieses wird im Vakuum bei 
50° Badtemperatur eingeengt. Ist die Konzentrierung soweit vor- 
geschritten, daB die Lésung sich triibt und stark schéumt, gibt 
man neuen Extrakt oder Alkohol zu, um das ausgefallene Gliadin 
wieder zu lésen. Wenn sémtliche Extrakte zum Sirup eingeengt 
sind, wird die Mischung unter Riihren in ungefihr 8 Liter einer 
eisgekiihlten 1°/)igen Lithiumchloridlésung eingetragen. Dabei fallt 
das Gliadin aus und sammelt sich gréBtenteils als schaumige, 
zaihe Masse an der Oberfliche, teilweise auch am Glasstab an. 
Nach einer halben Stunde wird es herausgenommen und in mdg- 
lichst wenig warmem 70°/,igem Alkohol gelést und in diimnem 
Strahl in 6 Liter absoluten Alkohol eingetragen. Nach 24 Stunden 
wird der Alkohol dekantiert und das Gliadin mit absolutem Ather 
iibergossen. Nach einem weiteren T'ag saugt man es auf einer 
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Uber Gliadin. 15 


Nutsche rasch ab und wascht mehrmals mit absolutem Alkohol 
und absolutem Ather. SchlieBlich wird iiber Calciumchlorid und 
Paraffin getrocknet. Auf diese Weise erhalt man ein schnee- 
weiBes, leicht pulverisierbares Praparat, in einer Ausbeute von 
etwa 15°/5. Die Analyse gibt folgende Werte. 


Aschegehalt: 
0,6935 g zur Gewichtskonstanz getrocknetes Gliadin hinterlieBen beim 
Glihen im Platintiegel 0,0003 g Asche = 0,043°/>. 


Freier Aminostickstoff: 

Van Slyke: 10 ccm einer Gliadinlésung mit 13,07 mg Gesamt-N ent- 
wickelten in 15 Minuten 0,1 ccm N, (720 mm, 23°) = 0,108 mg N, 0,80°/, vom 
Gesamt-N, 

10ccm mit 15mg Gesamt-N gaben 0,12 ccm N, (720mm, 22°) = 
0,126 mg N, 0,84°/, vom Gesamt-N. 

Formoltitration: 10 cem mit 37,10 mg Gesamt-N verbrauchten 0,4 ccm 
0,1 n-NaOH = 0,56 mg NH,-N, 1,5°/, vom Gesamt-N. 

10 ccm mit 42,25 mg Gesamt-N verbrauchten 0,45 ccm 0,1 n-NaOH = 
(0,635 mg NH,-N, 1,5°/) vom Gesamt-N. 

Pregl: 

3,915 mg Gliadin gaben 7,280 mg CO,, 2,450mg H,0; C 50,71°/, 
H 7,0019/. 

Kjeldahl: 

10 mg Gliadin verbrauchten 12,59 com, 12,62 ccm 0,1 n-HCl = 17,64, 
17,68°/,. 

Carius: 

20,140 mg Gliadin gaben 2,070 mg BaSO, = 1,41°/, 8. 

Pregl-Edlbacher: 

46,0 mg Gliadin gaben 0,0 mg AgJ = 0,0°/, OCH. 

46,0mg_,, »  93,2mg AgJ = 0,44°/, CH,-N. 

52,5 mg - »  0,0mg AgJ = 0,0°/, OCH. 

52,5 mg - » 34mg AgJ = 0,41°/, CH,-N. 

Die elementare Zusammensetzung des freien Gliadins betragt somit 
) 50,71°/o, H 7,01°/>, N 17,66°/,, S 1,41 und O 23,22°/). 

Amidstickstoff : 

20 com Hydrolysat mit 212,4 mg Gesamt-N verbrauchten bei der Destil- 
lation iiber Bariumcarbonat 36,56 ccm 0,1 n-HCl = 51,20 mg NH,-N, 24,11°/, 


gq vom Gesamt-N bzw. 36,58 ccm 0,1 n-HCl = 51,22 mg NH;-N, 24,11°/) vom 


Gesamt-N, 
2. Darstellung von Gliadinhydrochlorid. 
1 g trockenes Gliadin wurde in 100 ccm n-Salzséiure unter 


| leichtem Erwiirmen gelést und darauf mit Aceton gefillt. Es 


scheidet sich ein flockiger, weiBer Niederschlag aus, der sich rasch 
absetzt und leicht zu filtrieren ist. Auf dem Filter wurde er 6fter 
mit Aceton und darauf mit absolutem Ather gewaschen, dann 
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im Exsiceator vorgetrocknet und zuletzt im Vakuum bei 100° 
zur Konstanz getrocknet. 


Chlorbestimmung: 

Volhard: 0,0682 g verbrauchten 0,30 ccm 0,1 n-AgNO, = 1,56°/, Cl. 
0,1044 g verbrauchten 0,43 ccm 0,1 n-AgNO,; = 1,46°/, Cl. 

Carius: 0,0586 g gaben 0,034 g AgCl = 1,40°/, Cl. 


3. Veresterung des Gliadins. 


In einem Rundkolben wurden 10 g Gliadin in 200 ccm Methyl- 
alkohol suspendiert. Der Rundkolben befand sich in einer Kis— 
Kochsalzmischung und war mit einem doppelt durchbohrten 
Gummistépsel verschlossen. Die eine Bohrung diente der Zu- 
leitung des in konzentrierter Schwefelsiure getrockneten Salz- 
siiuregases, die zweite war mit einem Chlorcalciumrohr ver- 
schlossen. Wéahrend der Einleitung wurde stindig geschiittelt. 
Das Protein ging nach etwa 3 Stunden mit leicht rétlicher Farbe 
in Losung, wurde dann mit trocknem Ather gefillt, nach dem 
Absitzen rasch auf der Nutsche gesammelt und mit trocknem 
Ather so lange gewaschen, bis es pulvrig war. Nach Vortrocknung 
im Exsicecator wurde es im Vakuum bei 100° iber Phosphorpent- 
oxyd zur Konstanz getrocknet. Zur weiteren Reinigung wurde 
der Rohester in Wasser gelést und mit Alkohol und Ather gefiallt 
und der reine Ester noch zweimal derselben Behandlung mit 
Methylalkohol und Salzséure unterworfen. 

Das salzsaure Salz des Gliadinesters lést sich leicht in Wasser. 
In reinem Methylalkohol ist es sehr schwer ldslich, leichter in 
methylalkoholischer Salzséure. 


I. Rohester. 


Freier Aminostickstoff: 

Van Slyke: 10 ccm mit 21,38 Gesamt-N entwickelten in 15 Minuten 
0,2 ccm N, (719 mm, 19°) = 0,215 mg NH,-N, 1,03°/) vom Gesamt-N. 

10 ccm mit 21,81 mg Gesamt-N entwickelten 0,25 ccm N, (719 mm, 
20°) = 0,269 mg NH,-N, 1,23°/, vom Gesamt-N. 

10 ccm mit 20,74 mg Gesamt-N entwickelten 0,15 cem N, (719 mn, 
20°) = 0,160 mg NH,-N, 0,77°/, vom Gesamt-N. 

Formoltitration: 10 cem mit 38,5 mg Gesamt-N verbrauchten 0,40 ccm 
0,1 n-NaOH = 0,56 mg NH,-N, 1,44°/, vom Gesamt-N. 

10 ccm mit 31,5 mg Gesamt-N verbrauchten 0,30 cem 0,1 n-NaOH 
0,42 mg NH,-N, 1,3°/) vom Gesamt-N. 

10 ccm mit 21,81 mg Gesamt-N verbrauchten 0,18 ccm 0,1 n-NaOH 
0,252 mg NH,-N, 1,15°/) vom Gesamt-N. 
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Amidstickstoff : 





0° 10 ccm mit 10,29 mg Gesamt-N verbrauchten bei der Destillation iiber 
">  Bariumcarbonat 1,71 ccm 0,1 n-HCl=2,397 mg NH,-N, 23,29°/, vom Gesamt-N. 
: | 10 ccm mit 10,08 mg Gesamt-N verbrauchten 1,79 ccm 0,1 n-HCl = 
2,51 mg NH,-N, 24,88°/, vom Gesamt-N. 
Cl. ie Pregl-Edlbacher: 
3 1. 0,0788 g Ester gaben 0,0329 g AgJ = 5,516°/, OCH. 
3 0,0788g , 4, 0,0010g ., = 0,081°/, CH,-N. 
. 2. 0,0658 g__s,,, » 0,0274¢ ., = 5,601°/, OCHS. 
. 0,0658g ., —., 0,0084g .. = 0,830), CHy-N. 
4 3. 0,0562¢ . ., 0,0222¢ ., —=6,219%/, OCH,. 
yl- Be 0,0562 gs, . 0,0018g ,, == 0,205°/, CH,-N. 
s— ie 
i : II. Reinester. 
" : Freier Aminostickstoff : 
" . Van Slyke: 10ccm mit 23,10mg Gesamt-N gaben 0,23 ccm N, 
“ F) (719 mm, 22°) = 0,229 mg NH,-N, 1,01°/) vom Gesamt-N. 
T- Fe 10ccm mit 10,39 mg Gesamt-N gaben 0,1 ccm N, (712 mm, 20°) = 
lt. — 0,106 mg NH,-N, 1,1°/, vom Gesamt-N. 
be Ee Formoltitration: 10 com mit 40,05 mg Gesamt-N verbrauchten 0,3 cem 
- / 0,1 n-NaOH = 0,42 mg NH,-N, 1,04°/, vom Gesamt-N. 
, Y 10 ccm mit 42,15 mg Gesamt-N verbrauchten 0,32 ccm 0,1 n-NaOH 
mM 2 0,45 mg NH,-N, 1,06°/, vom Gesamt-N. 
ng Amidstickstoff : , 
t- 10cem mit 11,13 mg Gesamt-N verbrauchten 1,84 ccm 0,1 n-HCl = 
de — 2,59 mg NH,-N, 23,3°/) vom Gesamt-N, 
It q 10 ccm mit 10,68 mg Gesamt-N verbrauchten 1,77 ccm 0,1 n-HCl = 
. fb 2,48 mg NH,-N, 23,2°/, vom Gesamt-N, 
ut : Pregl-Edlbacher: 
4 1. 58,8 mg gaben 24,4 mg AgJ = 5,482°/, OCH. 
or, 58,8 mg_,, 3,0mg ,, = 0,326°/, CH;-N. 
= 2. 63,88mg , 26,1 mg ,, = 5,405°/, OCH. 


63,8 mg __s,, 2,1mg ,, = 0,290°/, CH,-N. 


Wird der Ester in starker Essigsiure (100 com Hisessig und 
5cem Wasser) gelést, so zersetzt er sich rasch. Der Gehalt an 
Methoxyl, Methylimid und Amidstickstoff bleibt zwar konstant, 

| aber die freien Aminogruppen steigen auf 12, und bei langerem 

en @ dtehen auf 24°/, vom Gesamt-N an. Die leichte Zersetzlichkeit 
des Gliadinesterhydrochlorids in konzentrierter Essigsiiure ist 
wahrscheinlich auch die Ursache fiir die etwas unregelmaBigen 
m, Van Slyke-Werte. In wasserfreiem Hisessig ist der Ester nicht 
léslich. 

- III. Zweite Veresterung, 


Preg!-Edlbacher: 
1. 70,3 mg Ester gaben 28,9 mg AgJ = 5,42°/, OCHg. 
70,3 mgs, sip 34mg ,, = 0,30°/, CH,-N. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCV. 
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2. 72,6 mg Ester gaben 29,9 mg a = 5,45°/, OCHs. 


726mg , 4 36mg ,, =0,31°/, CH,-N. 7 
3. 69,7 mg_,, » 289mg ,, = 5,48°/, OCH. 4 
69,7 mg ,, ie 33mg , = — 0,289/, CH,-N. 4 


Freier Aminostickstoff : 

Van Slyke: 10ccm mit 20,62 mg Gesamt-N gaben 0,21 ccm N, 
(718 mm, 19°) = 0,230 mg NH,-N, 1,11°/, vom Gesamt-N. 

10 ccm mit 19,47 mg Gesamt-N gaben 0,14 ccm N, (722 mm, 23°) 
0,149 mg NH,-N, 0,8°/) vom Gesamt-N. 

5cem mit 20,79 mg Gesamt-N gaben 0,17 com N, (721 mm, 22°) 
0,1817 mg NH,-N, 0,9°/ vom Gesamt-N. 

Formoltitration: 10 cem mit 20,62 mg Gesamt-N verbrauchten 0,15 ccm a 
0,1 n-NaOH = 0,21 mg NH,-N, 1,0°/, vom Gesamt-N. rr 

10 ccm mit 24,10 mg Gesamt-N verbrauchten 0,13 com 0,1 n-NaOH = fF 
0,182 mg NH,-N, 0,8°/, vom Gesamt-N. | 

10 ccm mit 23,69 mg Gesamt-N verbrauchten 0,15 ccm 0,1 n-NaOH = 4 
0,21 mg NH,-N, 0,9°/, vom Gesamt-N. 

Amidstickstoff: 

20 ccm mit 12,49 mg Gesamt-N verbrauchten 2,05 ccm 0,1 n-HCl = 
2,87 mg NH,-N, 23°/, vom Gesamt-N. 

20 ccm mit 11,23 mg Gesamt-N verbrauchten 1,84 ccm 0,1 n-HCl = 
2,58 mg NH,-N, 23°/, vom Gesamt-N. 
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IV. Dritte Veresterung. 


Pregl-Edlbacher: 
1. 0,1195 g Ester gaben 0,0502 g AgJ = 5,54°/, OCH3. 
0,1195g ,, »  0,0041g ,, == 0,22°/, CH,-N. 
2.0,1112¢ ,, » 00,0478 g¢ ,, = 5,67°/, OCH. 
0,1112¢g ,, » 0,0336g¢ ,, == 0,19°/, CH,-N. 
Freier Aminostickstoff. 
Van Slyke: 10 ccm mit 23,54 mg Gesamt-N gaben 0,2 ccm N, (718 mm, 
18°) = 0,219 mg NH,-N, 0,9°/) vom Gesamt-N. 
10 ccm mit 21,8 mg Gesamt-N gaben 0,2ccm N, (720mm, 20°) 
0,215 mg NH,-N, 1°/) vom Gesamt-N. 
Formoltitration: 10 cem mit 23,55 mg Gesamt-N verbrauchten 0,2 ccm 
0,1 n-NaOH = 0,28 mg NH,-N, 1,2°/, vom Gesamt-N. 
10 cem mit 21,7 mg Gesamt-N verbrauchten 0,12 ccm 0,1 n-NaOH = 
0,168 mg NH,-N, 0,8°/, vom Gesamt-N. 
Amidstickstoff: 


20 ccm mit 14,10 mg Gesamt-N verbrauchten 2,34 ccm 0,1 n-HCl = 
3,275 mg NH,-N, 23°/, vom Gesamt-N. 


RO ee ppaltintiatlen 
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Chlorgehalt: 

Volhard: 0,0694 g verbrauchten 0,75ccm 0,1 n-AgNO, = 3,83°/,, 
0,77 ccm 0,1 n-AgNO, = 3,94°/, Chlor. 

0,0650 g verbrauchten 0,72, 0,71 ccm 0,1 n-AgNO, = 3,95, 3,88°/, 
Chlor. 

Carius: 0,0752 g gaben 0,0120 g AgCl = 3,95°/, Cl 
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Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daB Ghadin unter geeigneten Bedingungen 
ohne nennenswerte Zersetzung mit Methylalkohol und Salzséure 
verestert werden kann. Der Methoxylgehalt des Esters kann als 
ein weiteres Merkmal zur Kennzeichnung eines Proteins dienen. 
Er ist ein MaB fur die freien Carboxyle, sie betragen beim Gliadin 
19,54:10-* Aquivalente in 100g Protein. Der Chlorgehalt des 
Esters entspricht den séurebindenden bas. Gruppen, von denen 
100 g Gliadin 12,3-10-? Aquivalente besitzen. 


Literatur. 
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2, D. B. Jones u. Moeller, J. of biol. Chem. 79, 429 (1928). 
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Uber den Lipoidgehalt des Serums 
bei krebskranken und krebsfreien Menschen. 


Von 


Gertrud de Voss. 





(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Dezember 1931.) 


Im nachfolgenden berichte ich iiber Lipoidbestimmungen im 
Serum von 61 Krebskranken und 34 krebsfreien Fallen, die ich 
im Auftrage von Herrn Prof. Bierich in der Zeit von August 1930 
bis Dezember 1931 ausgefiihrt habe. 

Gesamt-Cholesterin (Ges.-Chol.) und Cholesterin-Kster (Chol.- 
EK.) sind nach der im hiesigen Institut benutzten Bloorschen 
Methode?) untersucht worden. Da die Phosphorlipoidbestimmung 
— nach Bloor — bei dem oft geringen Gehalt der Sera an Phos- 
phorlipoid (P.-L.)?) versagt, wurde der petrolitherlésliche Phos- 
phor, der sich mit dem Aceton-fillbaren P. als identisch erwiesen 
hatte, colorimetrisch nach Bell u. Doisy*) bestimmt. Wir haben 
hierzu das Zeisssche Stufenphotometer benutzt und das Phosphor- 
lipoid aus dem erhaltenen Phosphorwert durch Multiplikation mit 
25,5 berechnet. 

Fa8t man die an diesen 95 Fallen gefundenen Werte zusammen, 
so ergibt sich zunachst eine recht betrachtliche Streuung der Werte, 
sowohl im Serum der Krebskranken, wie im Serum der krebs- 
freien Fille. Diese Streuung, die nach Angaben der Literatur 
durch verschiedene fuBere Faktoren: Ernahrung*), Medika- 
mente®), Alter®), Geschlecht’), Bestrahlungen®), ja sogar Jahres- 


1) Bierich, Detzel u. Lang, Diese Z. 201, 157 (1931). 

2) Boyd, J. of biol. Chem. 91, 1 (1931). 

3) Bell u. Doisy, J. of biol. Chem. 44, 55 (1920). 

4) Gardner u. Gainsborough, Biochemic. J. 22, 104 (1928). 

5) Cornell, J. lab. a. clin. med. 14, 209 (1928). 

6) Nalin, Ref.: Ber. Physiol. 57, 772 (1931); Bagnaresi, Ref.: Ber. 
Physiol. 55, 75 (1930). 

7) Kaufmann u. Mihlbock, Klin. Wschr. 10, 696 (1931). 

8) Mattick, Reinhard u. Buchwald, J. of Cancer Res. 11, 86 (1927); 


14, 426 (1930); Klaus, Biochem. Z. 220, 204 (1930); Jakobs, Z. f. Krebs- 
forschg. $2, 248 (1930). 
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Tabelle I. 
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4 Krebsfalle?) 
:. Chol.-Ester 
BE] ce. | pe | eee eee 
e : Alter Diagnose Chol. | Chol. °/o von Ges. 
_ = {schlecht mg-°/,| Ges.- | © 
7 , . 5 0 -- | Chol. 
% mg-°/o| mg-°/o| mg-°/o | Chol. 
 1|méannl.| 49 | Lungen-Ca+ 163 | 140 | 95 | 45 | 32 | 1,17 
a 2] Css 61 | Blasen-Ca 162 | 160 74 86 | 54 | 1,0 
fr 56 | Prostata-Ca 145 | 151 66 85 | 56 | 0,96 
ma 4) 72 | Magen-Ca 85 89 38 51 58 | 0,95 
Mm 5] Cs 69 | Prostata-Ca 137 146 73 73 50 =| 0,94 
am 6] 62 | Magen-Ca 176 | 154 | 80 74 | 48 | 1,14 
' 7| weibl. | 43 | Mamma-Ca 199 | 193 | 91 {| 102 57 | 1,03 
 §|mannl.}| 54 | Ileocéc.-Ca 149 | 138 69 69 50 | 1,08 
| 9| weibl. | 28 | Mamma-Ca 131 136 | 105 31 23 0,96 
10} mannl.} 55 | Rectum-Ca 135 | 149 | 54 95 64 | 0,91 
mill 5, 68 | Magen-Ca 107 99 44 55 55 | 1,08 
me 12) 69 | Rectum-Ca 69 71 35,5] 35,5) 50 | 0,98 
13 - 48 | Magen-Ca 110 145 85 60 41 0,76 
e 14] «,, 67 | Osteosarkom 138 164 83 81 | 49 | 0,84 
e 15) Ca, 64 | Magen-Ca 140 | 168 | 102 66 39 | 0,84 
16; 59 | Rectum-Ca 126 | 112 | 88 24 21 | 1,12 
e 17] 5, 62 | Magen-Ca 79 83 | 38 45 54 | 0,95 
p18; ., 64 | Hypernephrom 154 | 162 84 78 48 | 0,95 
p19) =, 68 | Magen-Ca 174 | 219 | 97 | 122 56 | 0,80 
e200] ., 56 | Gaumen-Ca 159 | 162 83 79 49 | 0,98 
B21) ,, 74 | Oberkiefer-Ca 223 | 202 | 125 77 38 | 1,10 
B 22 44 | Mediastinaldriisen-Ca 124 | 149 78 71 47 | 0,90 
B23] ~=C,, 48 | Lungen-Ca 35 47 34 13. | 27 | 0,75 
f 24) ,, 72 |; Magen-Ca 143 107 59 48 45 1,33 
_ 25] weibl. | 72 | Oesophagus-Ca 159 | 135 70 65 | 48 | 1,18 
| 26 w 57 | Colon-Ca 207 202 | 142 60 30 1,02 
| 27|mannl.| 62 | Branchiog. Driisen-Ca | 186 | 219 | 111 108 49 | 0,85 
| 28] weibl. | 55 | Magen-Ca 147 | 180 95 85 7 | 0,82 
| 29} mannl.| 57 | Lungen-Ca 126 | 117 30 7 76 | 1,08 
| 30 ao 63 | Nieren-Ca 173 131 75 56 42 1,31 
| 31} weibl. | 65 | Lungen-Ca* 204 | 173 66 | 107 62 | 1,18 
, 32], 60 | Rectum-Ca 165 | 165 | 115 50 30 | 1,00 
| 33 " 46 | Leistendriisen-Sarkom 161 180 70 110 61 0,90 
f 34], 52 | Fibrosarkom (Riicken) | 164 | 170 75 95 | 55 | 0,97 
| 35|mannl,| 72 | Magen-Ca 175 | 133 53 80 | 60 | 1,31 
, 36), 63 | Zungen-Ca, Rezidiv 222 | 183 78 | 105 67 =} 1,21 
a7; gs 46 | Magen-Ca 115 | 111 25 86 77 «=| (1,03 
138; sy, 51 | Kiefer-Ca, Rezidiv 230 | 193 79 | 114 59 | 1,19 
39}, 18 | Hypernephrom 87 84 | 30 54 64 | 1,03 
401 weibl. | 49 | Mamma-Ca, Rezidiv 209 189 84 105 55 1,10 
“i 49 | Melanosarkom (Gehirn)} 94 | 166 | 103 63 | 38 | 0,57 





























1) Die in der Tabelle angefiihrten Diagnosen sind makroskopisch (Ope- 


ration oder Autopsie) und mikroskopisch gesichert, mit Ausnahme der an- 
gekreuzten, bei denen die Sektion verweigert wurde. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
' Chol.-Ester 
© PJ Ges.- | Freies , P.-] 
S| Ge- Alt +s — ‘ 0/ von = 
S eI Diagnose Chol. | Chol. /o Ges. 
2 schlecht mg-°/,| Ges.- | Cho}, 
- mg-°/y| mg-°/,| mg-"/, Chol. 
= <= — 
42} mannl.| 54 | Oesophagus-Ca 139 | 118 39 79 | 67 | 1,08 § 
43} weibl. | 79 | Nieren-Ca 116 102 54 48 | 47 1,14 F 
44 - 52 | Mamma-Ca, Rezidiv 154 171 88 83 | 49 0,90 § 
45 = 51 | Mamma-Ca, Rezidiv 201 203 113 90 44 0,99 
46] mannl.| 23 | Femur-Sarkom 167 178 81 97 | 54 | 0,94 
47} weibl. | 55 | Darm-Ca, Rezidiv in.! 150 159 74 85 | 53 | 0,95 
retro-perit Driisen | 
48 an 58 | Mamma-Ca 170 210 126 84 | 40 0,81 
49] mannl.}| 52 | Blasen-Ca 171 195 | 118 77 | 40 | 0,88 
50 rm 51 | Wangen-Ca 159 176 104 7 | 41 0,90 
51 - 68 | Lungen-Cat 136 | 140 68 72 | 51 | 0,97 
52] weibl. | 67 | Mamma-Ca 201 | 200 98 | 102 | 51 | 1,00 
53] mannl.| 62 | Blasen-Ca 137 127 59 68 | 54 | 1,08 
54 75|Magen-Ca |= —s«|{f‘i1l2_-«4f 119_- | 57 | 62 | 52 | 0,94 
Mittelwerte: 150,5| 152,2| 76,7] 75,7| 49,8] 1,0 
Krebsfreie Faille. 
(Mittelwerte.) 
DIRS: 4: wWodeieghtiMipid meee Gide | 178,7] 169,3] 77,2] 92,1 | 55,2 | 1,06 
zeit!) — verursacht werden soll, hat zur Folge, da der mitt- 





























lere Fehler der Mittelwerte groB ist. 

Aus den in Tab. I mitgeteilten Befunden geht hervor, daB die 
Krebssera — sowohl fiir das Ges.-Chol., wie fiir den Chol.-Ester 
und das Phosphorlipoid — niedrigere Mittelwerte, als die krebs- 


freien Fille haben. 











Am deutlichsten ist diese Differenz beim 


Phosphorlipoid, dessen Mittelwert fiir Krebssera 150,5 mg-°/, und 
fiir krebsfreie Falle 178,7 mg-°/, betragt. Weiter haben die Krebs- 
fille einen Mittelwert von 152,2 mg-°/, fiir Ges.-Chol. und 75,7 mg- 
/, fiir Chol.-Ester, wonach der Anteil des Chol.-Esters am Ges.- 
Chol. 49,8°/, betragt; bei den krebsfreien Fallen sind die Mittel- 
werte 169,83 mg-°/, fiir Ges.-Chol. und 92,1 mg-°/, fir Chol.-Ester; 
der Anteil des Chol.-Esters am Ges.-Chol. betriagt demnach hier 


a3 Pe /o° 


DaB die hier festgestellten Mittelwerte fiir P.-L., Ges.-Chol. 
und besonders der fiir Chol.-Ester von 55,2°/, niedriger sind als die 
in der Literatur angegebenen Werte, erklart sich offenbar daraus, 


1) Currie, Brit. J. of exp. Pathol. 5, 293 (1924). 
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sprains 


158, 173 (1928); Thannhauser u. Schaber, Klin. Wschr. V, 252 (1926). 
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daB diese an gesunden Individuen bestimmt sind, wiéhrend sich in 
unserem krebsfreien Material nur fiinf wirklich als gesund zu be- 
zeichnende Leute befinden. Niedrige Lipoidwerte sollen nach den 
Angaben der Literatur bei Tuberkulose’), Lues*), primarer und 
sekundérer Anaémie’), akuten Infektionskrankheiten*) und stark 
niedrige Esterwerte vor allem bei Krankheiten der Leber und 
Galle’) vorkommen. Solche St6rungen haben auch bei einem Teil 
unserer krebsfreien Fille vorgelegen, und wir nehmen daher an, 
da8 der niedrige mittlere Esterwert von 55,2°/, des Ges.-Chol., 
den wir finden, offenbar im wesentlichen durch diese Art Sté6- 
rungen bedingt gewesen ist. Bei den fiinf als gesund bezeichneten 
Fallen belaéuft sich der mittlere Chol.-Esterwert auf 58,6°/,, die 
ibrigen Lipoidwerte betragen hier 207 mg-°/, Ges.-Chol., 121,5 mg- 
°/, Chol.-Ester und 229 mg-°/, P.-L. Es legen also simtliche 
Lipoidwerte der gesunden Sera hoher als die der iibrigen krebs- 
freien Faille. 


Tabelle II. 
Leber- und Gallen-Ca. 
































G Frei Chol. owen 
_ P.-L. es.- | Freies a P.-L. 
= Alter Diagnose Chol. | Chol. sme Ges.- 
schlecht mg-9/, Ges. 
g Chol 

mg-°/o| mg-°/o} mg-°/o | Chol. 
mannl,}| 44 Leber-Ca 272 | 231 111 120 | 52 1,2 
weibl. 59 Leber-Ca 430 | 269 187 82 | 30 1,6 
” 46 Pankreas-Ca 330 | 235 128 107 | 46 1,4 
mann. 55 Leber-Ca 723 330 303 27 8 2,2 
weibl. 68 Gallenblasen-Ca] 232 185 112 73 | 39 1,3 
™ 60 Leber-Ca 559 | 239 193 46 | 19 2.3 
‘a 57 Leber-Ca 440 339 — 250 | 89 26 1,3 
Mittelwerte: 426 | 261 | 184 | 78 | 31,4] 1,6 

Krebsfreie Leber- und Gallenfialle. 
(Mittelwerte.) 

UE ito abe Gow ok «Bea | 209 | 207 | 123 | 84 | 37,8 | 1,0 


1) Lewinson u. Petersen, Amer. Rev. The. 7, 278; zitiert nach 
Magistris, Ergebn. d. Physiol. 31, 165 (1931). 

*) Leupold u. Bogendérfer, Dtsch. Arch. klin. Med. 140, 28 (1922). 

3) Marino, Ref., Ber. Physiol. 60, 443 (1931); Kéhn, Dtsch. Arch, klin, 


Med, 148, 357 (1925); Beumer, Z. Kinderheilk. 35, 298 (1928). 


4) Stern, Klin. Wschr. V, 43 (1926). 
5) Friess, Z. klin. Med. 106, 701 (1927); Adler, Dtsch. Arch. klin. Med. 
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In Tab. II sind die Serumlipoidwerte bei 7 Leber- und Pan- 
kreaskrebsen gesondert angefiihrt, weil sie sich wesentlich von 
den Werten der tibrigen Krebssera unterscheiden: das Ges.-Chol. 
und das P.-L. ist in diesen 7 Fallen vermehrt und zwar besonders 
stark das P.-L. Die Menge der Chol -Ester ist im Vergleich zu 
den krebsfreien Fallen die gleiche oder nur wenig erniedrigt, ihr 
prozentualer Anteil am Ges.-Chol. dagegen stark erniedrigt. Die 
Erhéhung des Ges.-Chol. ist bei diesen 7 Fallen hiernach im 
wesentlichen durch eine Vermehrung des freien Cholesterins zu- 
stande gekommen. 

Die relativ stérkere Zunahme des P.-L.-Wertes driickt sich 


' : . P.-L. , : 
weiter darin aus, daB der Quotient —GeeChol.’ der bei den bisher 


untersuchten Krebskranken, wie bei den krebsfreien Fallen einen 
Wert von 0,6—1,8, im Mittel von 1,0, hat, bei den Leber- 
und Pankreaskrebsen 1,2—2,8, im Mittel 1,6, betragt. 

Da die eben besprochenen Leber- und Pankreaskrebssera 
zum ‘T'eil stark ikterisch gewesen sind, haben wir vergleichsweise 
die Sera bei einigen krebsfreien Ikterusfaillen und anderen Leber- 
affektionen untersucht. Wir finden bei diesen, nicht wie bei 
den Leberkrebsen, eine ungleichmaSige, sondern eine gleich- 
miéiBige Vermehrung des P.-L. und des Ges.-Chol. Der Quotient 


P.-L. ws " ' ” 
- i betrégt dementsprechend fiir diese Falle auch etwa 1,0, 


die Werte fiir Chol.-Ester sind teils vermindert, teils normal. 
Die 7 Falle von Leber- und Pankreaskrebs zeigen also im Serum 
die gleiche Chol.-Esterrelation wie krebsfreie Lebererkrankungen: 
eine Zunahme des Ges.-Chol. und eine Abnahme des Chol.-Esters. 
Der Gehalt des Serums an P.-L. ist aber in diesen Fallen im Ver- 
gleich zu den krebsfreien Lebererkrankungen deutlich stérker 


erhoht. 


Wir danken den Arzten der Chirurgischen und Inneren 
Universitiatsklinik auch an dieser Stelle fiir die freundliche Uber- 
lassung der von uns untersuchten Sera. 
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Uber das Cephalin aus Menschengehirn. 
3. Mitteilung. 


Die Fettsauren des oxydierten Cephalins. 
Von 


Margarete Biilow und Irvine H. Page. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
[Kaiser-Wilhelm-Institut] Miinchen). 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1931.) 


In Fortsetzung unserer Arbeiten iiber die oxydative Ver- 
iinderung des Cephalins méchten wir heute iiber die daraus isolier- 
baren Fettsiuren berichten. Wir wiesen schon in einer friiheren 
Mitteilung?) darauf hin, da8 die fiir gereinigtes Cephalin von allen 
Bearbeitern gefundenen Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte zu 
niedrig sind fiir die bisher angenommene Formel und sich am besten 
durch eine oxydative Verénderung des Materials erkliren lassen, 
zumal ja eine groBe Empfindlichkeit gegen Sauerstoff vorhanden 
ist. Dem entgegen steht, daB nach der hydrolytischen Spaltung 
Qxyséuren oder Ketosdéuren bisher nicht gefunden wurden. 
Levene*) konnte vielmehr durch Fraktionierung aus Cephalin 
Phosphatide gewinnen, deren Fettséuren zum Teil abgespalten 
sind, und sucht daher den Grund fiir die Erniedrigung der Kohlen- 
stoff- und Wasserstoffwerte in diesem Vorgang. Da dabei aber 
vollig unerklarlich bleibt, warum der Phosphorgehalt gleichzeitig 
gesunken ist, statt zu steigen, befriedigt auch diese Erklarung nicht ; 
wir nahmen daher die alte Oxydationstheorie wieder auf und 
suchten nach Beweisen fir sie. 

Das frisch hergestellte Cephalin hat schon gegeniiber den von 
der Theorie geforderten zu niedrige Kohlenstoff-, Wasserstoff-, 
Stickstoff- und Phosphorwerte, und diese Unterschiede werden 
groBer, wenn man es durch Liegenlassen an der Luft sich oxydieren 
laBt.1) Im Sinne Levenes sollte man daher auch hier eine Ab- 
spaltung von Fettsiéuren erwarten. Unsere Versuche, solche Fett- 
siuren nachzuweisen, verliefen aber voéllig negativ. Sowohl aus 
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dem Alkohol, unter dem Cephalin lange Zeit aufbewahrt war, wie 
auch in einem Acetonauszug des Cephalins selbst, waren nur 
Substanzen vom Molekulargewicht 700—900 zu erhalten mit deut- 
lichem Phosphorgehalt, und nach Veresterung mit Methylalkoho! 
sind nur Spuren im Hochvakuum zu destillieren. Wir muBten also 
nach einer anderen Erklaérung der beobachteten Verainderungen 
suchen. 

In der neuen Literatur wird sehr haufig die Ansicht vertreten, 
daB der Abbau der Fettséuren im Organismus tiber die Phosphatide 
gehen soll.8) Die Bildung des groBen Molekiils soll den Angriff 
der stabilen Fettsiureketten erleichtern. Erst kirzlich hat Oppen- 
heimer diese Hypothese vertreten’) und geradezu dazu auf- 
gefordert, nach niederen Fettsiuremolekiilen in den Phosphatiden 
zu suchen, die durch oxydative Verdnderung und Verkiirzung 
liingerer Ketten entstanden und also ein Zwischenstadium im Abbau 
sein sollen. Wir haben nun in Verfolgung dieser Hypothese, die 
uns auch eine Erklérung fiir das Sinken der Kohlenstoff- und 
Wasserstoffwerte und fir den Minderbetrag an Fettséuren bei 
der Hydrolyse®) geben wiirde, alle wiBrigen Schichten vom Aus- 
iithern der héheren Saéuren auf das Vorhandensein von nieder- 
molekularen oder zweibasischen untersucht, ohne wesentlichen 
Erfolg. An wasserdampffliichtigen Substanzen gehen etwa 0,9 ¢ 
(bezogen auf einen Gesamtgehalt von 50g Séuren) tiber, doch 
lassen sich im Perforator nach Ansauern der Natriumsalze mit 
einem Gemisch von primérem und sekundérem Kaliumphosphat 
nur 0,1 g ausziehen, deren Molekulargewicht etwa bei 150 liegt 
— Estergeruch und Ejsenchloridreaktion sprechen fiir das Vor- 
handensein von niederen Séiuren —, und aus dem Destillations- 
rickstand sind ebenfalls im Perforator noch 0,4 g zu erhalten. 
Also im besten Fall legen 0,5 g von 50g Sauren, also 1°/, als 
niedermolekulare vor, doch wird der Wert eher zu hoch als zu 


niedrig gegriffen sein, denn in reinem Zustand haben wir sie bisher 


noch nicht erhalten, auch konnten wir nicht entscheiden, um 
welche es sich handelt. 

Waren also auch hier im groBen und ganzen die Ergebnisse 
negativ, so waren wir bei der Suche nach sauerstoffhaltigen Saéuren 
etwas gliicklicher. Um die Resultate nicht durch die Gegenwart 
von Cerebrosiden oder Sphingomyelin zu triiben, fiihrten wir die 
Verseifung des Cephalins nach Klenk®) mit kalter methylalko- 
holischer Lauge aus. Cerebroside und Sphingomyelin bleiben dabei 
unverindert und lassen sich mit Aceton abscheiden. Eine nacl- 
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a 


4 trigliche Oxydation suchten wir durch gré&tmdgliche Schnelligkeit 


und Arbeiten in einer Kohlensiureatmosphire auszuschalten. Wenn 


- man die Fettsiuren nun durch die Bleisalzmethode in feste und 


flissige trennt und beide Fraktionen getrennt auf Oxysiéuren unter- 


' sucht, so 1éBt sich in der Fraktion der fliissigen Séuren ein mehr 
oder weniger groBer Gehalt an Oxysiuren aufzeigen. Die Fraktion 
der festen Siuren dagegen besteht nur aus Stearinsiure, was auch 
' alle fritheren Untersucher angeben’). Als Bestimmungsmethode 
fir Oxysiuren wahlten wir die Acetylbestimmung nach Freuden- 
berg’) und kontrollierten sie durch die Bestimmung des aktiven 
be Wasserstoffs nach Zerewitinoff.®) Die gewohnliche Methode 
der Acetylbestimmung, Verseifung mit Lauge und Abdestillieren 
| der abgespaltenen Essigsiiure nach Ansiuern mit Phosphorsiure, 
s erwies sich bei den hier in Frage stehenden geringen Mengen Siure 


als unbrauchbar. Die immer mit dem Wasserdampf mit iiber- 


: destillierenden S§Spuren hochmolekularer Sauren triiben die 
_ ‘Titrationsergebnisse vollkommen. Diese Schwierigkeit wird nach 


der Methode von Freudenberg vermieden, und bei Verdopplung 
der von ihm angegebenen Zeit erhielten wir gute und iiberein- 
stimmende Werte. Die Acetylester der Sauren stellten wir durch 
Kochen mit Methylalkohol-Schwefelsiure am RiickfluB und nach- 


trighches Acetylieren der Ester mit Essigsiureanhydrid—Pyridin 


her. Aus Ricinolséure ist unter diesen Bedingungen ihr Acetyl- 
ester in guter Ausbeute und Reinheit zu erhalten. 
Fiir Sauren aus verschiedenen Aufarbeitungen lagen die er- 


haltenen Acetylwerte zwischen 0,5 und 1,5°/,. Rechnet man auf 


ticinolsiure um, so wiirde das fiir diese Fraktion einen Gehalt an 


_ Oxyséuren von 4—10°/, bedeuten. DaB trotzdem immer noch deut- 
liche Mengen hoéher ungesittigter Fettsiuren vorliegen, zeigt die 
| Jodzahl (106) und eine Aufarbeitung der Bromide, die aus 2 g 
| Substanz 2,85 g Di-, 0,19 g Tetra- und 0,10 g Hexabromid ergab. 


Die héchsten Werte fiir Acetyl wurden in der Fraktion der 


_ petrolaétherunléslichen Sauren erhalten, die als braune Schmieren 
} an verschiedenen Stellen der Aufarbeitung abfallen und gemeinsam 


untersucht wurden. Sie enthalten die sogenannten oxydierten 
Siuren!”) und machen etwa 7°/, der Gesamtsiuren aus. Ihre 
Jodzahl ist niedriger als die der fliissigen Saiuren (50—60), das 


| Molekulargewicht etwa 300, der Acetylwert liegt zwischen 8 und 4°/,. 


Ob auBer diesen Oxysiuren auch Ketosiuren vorhanden sind, 
lieB sich bisher nicht entscheiden. Die Priifung mit Phenylhydrazin 
wird erschwert durch den Umstand, da8 das Saurengemisch in 
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Wasser nicht ldéslich ist, auch nicht bei Alkoholzusatz, so daB man 
auf rein alkoholische Lésungen angewiesen ist, worin die Pheny)- 
hydrazone meist eine betrachtliche Loéslichkeit besitzen. 
Beriicksichtigt man die in den einzelnen Fraktionen vor- 
handenen Saéuremengen, so kommt man nach unseren Ergebnissen 
auf einen Gehalt von 5°/, Oxysiuren, bezogen auf die Gesamtmenge 
der bei der Verseifung erhaltenen Sauren. Allerdings machten wir 
die Beobachtung, daB niemals vollig stickstofffreie Fettséuren aus 
Cephalin zu erhalten sind, eine Tatsache, die Mac Lean und andere 
fiir Lecithin angeben.™) Dieser Stickstoffgehalt ist aber viel zu 
niedrig, als daB eine Aminogruppe allein als acetylierbare Gruppe 
in Frage kime, auch gehen bei Aufteilung der fliissigen Sauren in 
hoher und nieder ungesattigte durch die Lithiumsalzmethode Acety]- 
zahl und Stickstoffgehalt nie parallel, ja es gelingt sogar, Fraktionen 
mit kaum vorhandener Acetylzahl und ganz normalem Stickstoff. 
gehalt zu erhalten. Eine andere Frage ist, ob nun der Gehalt an 
Oxysiéuren die gefundenen Kohlenstoff- und Wasserstoffwerte er- 
klart, und da miissen wir leider zugeben, da8B dies nicht der Fall 
ist. Hine Erklarung der oxydativen Verainderung kénnen unsere 
Befunde allein nicht geben — vielleicht liegt der Sauerstoff noch 
in anderer Bindungsart vor, vielleicht entstehen auch fliichtige 
Oxydationsprodukte —, sie zeigen aber an, daB man die statt- 
gefundenen Veranderungen besser einer Oxydation als einer Hydro- 
lyse des Materials zuschreibt und auf diesem Wege weiter suchen soll. 


Experimenteller Teil. 


I. Hydrolytisch abgespaltene Fettsauren. 


a) Untersuchung des Alkoholauszuges. Die alko- 
holische Fliissigkeit, die tber dem Cephalin einer Aufarbeitung 
von 20 Gehirnen (etwa 500 g Phosphatide nach einmaliger Fallung 
mit Petrolaither-Alkohol) 10 Monate lang gestanden hatte und stark 
gelb gefarbt war, wurde im Vakuum zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand, der wie Cephalin aussieht, ergibt bei Titration ein 
Molekulargewicht von 960 (0,0576 g¢ Substanz verbrauchten 0,60 ccu 
n/10-KOH). Er wurde mehrmals mit Aceton verrieben, doch nur 
geringe Spuren sind darin léslich, Fettséuren also nicht vorhanden. 

b) Untersuchung des Acetonauszuges. 60g Cephalin 
wurden durch mehrfaches Umfallen mit Ather-Alkohol gereinigt, 
fein gepulvert und 4 Wochen lang an der Luft liegen gelassen. Die 
Jodzahl sinkt dabei, z. B.: 
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Anfangs: 0,0536 g Substanz verbrauchten 3,5 cem n/10-Na,S,0;, 
Jide 82,9. 13) 

Nach 4 Wochen: 0,0478 g Substanz verbrauchten 1,80 ccm n/10-Na,S,0,, 
J.-Z. 47,8. 


Es wurde dann 3 mal mit Aceton verrieben (im ganzen etwa 


_ 500 cem) und das schwach gelblich gefiirbte Aceton im EKisschrank 
_ stehen gelassen. Engt man die iiber einem geringen Niederschlag 
- stehende Lésung am niichsten Tag im Vakuum ein, so hinterbleibt 
_ cin Riickstand von 0,8g, Mol.-Gew. 775 (0,0425 g Substanz ver- 


brauchten 0,55ccm n/10-KOH). Er war trotz dieses hohen Molekular- 


' gewichtes in Aceton vollkommen léslich. Nach Aufnehmen in einem 


Gemisch von 10 cem Methylalkohol und 0,5 cem konzentrierter 
Schwefelsiure wird er am RiickfluB 1 Stunde gekocht und die ent- 


i standenen Ester mit Ather ausgeschiittelt und mit Wasser ge- 
| waschen. Nach Trocknen mit Natriumsulfat und Verdampfen des 
' Athers wird der Riickstand im Hochvakuum destilliert. Bei 2 mm 


und einer steigenden Badtemperatur von 183—210° gehen 0,1862 g 


"Ol tiber. 


0,0518 g Substanz verbrauchten 1,45 ccm n/10-KOH, V.-Z. 157, 
Mol.-Gew. 358. 

Bei einer anderen Aufarbeitung wurden aus 65 g 1,5 g Aceton- 
ldsliches erhalten. 

0,0504 g Substanz verbrauchten 1,03 ccm n/10-KOH, Mol.-Gew. 490. 

7,20 mg - gaben 0,0016 g Niederschlag (Faktor 0,014524), 
P 0,32°/,.13) 

Bei der Hochvakuumdestillation der Methylester wurden bei 
3mm bis 200° Badtemperatur 0,02089 g Destillat erhalten. 

0,02089 g Substanz verbrauchten 0,77 ccm n/10-KOH, V.-Z. 207, 


 Mol.-Gew. 271. 


Kine 1stiindige Behandlung von 1g Cephalin mit Methy!l- 


| alkohol-Schwefelséure in der gleichen Weise ergibt 0,25 g Ester. 


0,0533 g Substanz verbrauchten 1,40 ccm n/10-KOH, V.-Z. 147,4, 


Mol.-Gew. 382. 


II. Niedermolekulare Sauren. 
Die Verseifung des Cephalins wurde nach Klenk®) ausgefiihrt, 


§ die Atherlésung am folgenden Tag mit verdiinnter Schwefelsdure 


ausgeschiittelt und der Ather mit Wasser gewaschen. Die saure 
Lésung und das erste Waschwasser nach nochmaligem Aus- 
schiitteln mit Ather zur Priifung auf niedere Fettsidiuren verwendet 
(Lésung I). Die Atherschichten wurden dann mit Wasser, eventuell 
unter Zusatz von Kochsalz zur Zerst6rung der Emulsionen, kongo- 








30 Margarete Bilow und Irvine H. Page, 


neutral gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather 


im Kohlenséurestrom auf dem Wasserbad entfernt. Der Riickstand 
wurde nach Klenk in Aceton aufgenommen, im Eisschrank stehen 
gelassen und am niachsten Tag abzentrifugiert. Von 120g Aus- 
gangsmaterial, das vorher durch hiufiges Umfillen aus Ather- 
Alkohol gereinigt war, waren 32 g in Aceton unldslich. Ob es sich 
dabei immer nur um Sphingomyelin und Cerebroside und nicht 
auch um unverseifte Phosphatide handelt, lassen wir dahingestellt. 
Der acetonlosliche Teil enthalt die Fettsauren, wie Titrationen er- 
gaben, zum Teil in Form ihrer Ester (vgl:Klenk). Nach Ent- 
fernung des Acetons im Kohlensiiurestrom wurde daher noch eine 
halbstiindige Verseifung mit 1 n-alkoholischer KOH auf dem 
Wasserbad angeschlossen. Nach Entfernung noch etwa_ vor- 
handener Neutralteile mit Ather wurde wieder mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert, mit Petrolither ausgeschiittelt, um die 
petrolatherunléslichen sogenannten oxydierten Séuren zu_ ent- 
fernen und mit Wasser gewaschen. Die schwefelsaure Schicht und 
das erste Waschwasser bilden Lésung II fiir die Untersuchung auf 
niedermolekulare Sauren. 

a) Lésung I: Beim Einengen der Lésung iiber freier Flamme 
auf die Halfte wurde ein Destillat erhalten, das schwach sauer 
reagiert. Es wurde mit n/10-KOH neutralisiert und im Vakuum 
zur T'rockne verdampft. 0,277 g Riickstand, hygroskopisch, bei 
200° zersetzlich, gibt mit Ba++ keine, mit Agt aber eine Fallung. 
Nach Verreiben mit etwa der doppelten Menge eines Gemisches 
von KH,PO, und K,HPO, wurde er, mit Wasser angefeuchtet, im 
Perforator mit Ather 80 Stunden lang ausgezogen. Der Ather hinter- 
la8t nach dem Trocknen mit Natriumsulfat einen deutlich sauren 
Riickstand. 

0,0572 g Substanz verbrauchten 7,17 cem n/20-NaOH, Mol.-Gew. 159. 


Es geht in den Ather eine Substanzmenge, die 

nach den ersten 10 Stunden 7,12 ccm n/20-NaOH verbraucht, 
nach den zweiten 10 Stunden 1,42 ccm n/20-NaOH verbraucht, 
nach den dritten 10 Stunden 0,35 ccm n/20-NaOH verbraucht, 





Gesamtverbrauch: 8,89 ccm n/20-NaOH, 
entsprechend 0,07 g (Mol.-Gew. 159). 


Schmelzpunkt des K-Salzes unter Zersetzung bei etwa 295’, 
mit FeCl, Rétlichfirbung und mit Schwefelsiure-Alkohol deutlicher 
Estergeruch. Die zur Halfte eigeengte Lésung, aus der die wasser- 
dampffliichtigen Sauren abdestilliert waren, und die stark dunkel 
gefirbt ist, wurde nach Neutralisieren mit Barytwasser und Ab- 
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zentrifugieren des ausgefallenen Bariumsulfates auf dem Wasser- 
bad zur Trockne verdampft und der Riickstand nach feinem Ver- 


| yeiben mit der doppelten Menge des gleichen Gemisches von phos- 
@ phorsauren Salzen wie oben mit Ather im Perforator ausgezogen. 
' Es werden von der in 36 Stunden ausgezogenen Menge Substanz 
| 19,89 cem n/20-NaOH verbraucht, entsprechend 0,2 g. 


4,6 mg Substanz verbrauchten 0,48 ccm n/20-NaOH, Mol.-Gew. 200. 
b) Lésung II: Lésung II wurde auf etwa 1/, iiber freier 


| Flamme eingeengt — sie verfirbt sich dabei kaum — und sonst 
_ ebenso wie Lésung I behandelt. An wasserdampffliichtiger Sub- 
_ stanz wurde 0,66 g erhalten, doch ist die Reaktion mit Bat+ hier 
| positiv und ein Schmelzpunkt des K-Salzes ist bis 860° nicht zu 
- erhalten. Im Perforator sind mit Ather in 20 Stunden nur Spuren 
- auszuziehen. 


Die auf 4/,; eingeengte Lésung wurde behandelt wie Lésung I 
und der im Perforator mit Ather in 84 Stunden ausgezogene Teil 


_ verbrauchte 


28,34 ccm n/20-NaOH, entsprechend 0,245 g (Mol.-Gew. 173) 
0,0473 g Substanz verbrauchten 2,73 ccm n/10-KOH. 


III. Sauerstoffhaltige Sauren. 
Die Petrolatherlésung, die die Hauptmenge der Fettsiuren 


' enthalt, wurde uber Natriumsulfat getrocknet, dann der Petrol- 


| ather im Kohlensaurestrom entfernt. Riickstand 50g. Rechnet 
' man dazu die Menge der oxydierten Siuren, die als petroliather- 


unléshche Schmieren abfallen, 3,5 g, so ist der Gesamtgehalt an 
Fettsduren 53,5 g = 61°/,, bezogen auf das hydrolysierte Material, 
ein Minderbetrag gegeniiber der Theorie um 14°/,, wie ihn auch 
alle friiheren Untersucher angeben.®) 


Die Fettséuren wurden nach der Bleisalzmethode™) in feste 
und flissige Sdéuren getrennt; erhalten wurden 22 g feste und 24 g 
iliissige Saéuren. 


a) Die festen Saéuren. Sie schmelzen bei 67—70°. 
0,0534 g Substanz verbrauchten 0,40 ccm n/10-Na,S,0,, J.-Z. 9,5. 
0,0578 g - ” 1,992 ccm n/10-KOH, Mol.-Gew. 290. 
Sie werden mit der 10 fachen Menge Methylalkohol, der 5°/, 
konzentrierte Schwefelsiure enthalt, 1 Stunde am RiickfluB gekocht 
und die Methylester mit Petrolither ausgeschiittelt (alle im Laufe 
der Verarbeitungen abfallenden petrolitherunléslichen Schmieren 
werden mit der Fraktion der oxydierten Sauren vereinigt). Nach 
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dem Trocknen mit Natriumsulfat wird der Petrolather im Wasser- 
bad verdampft und der Riickstand dann im Hochvakuum bei 1 mm 
Druck und einer Badtemperatur von 188—190° destilliert. 
Siedep. 146—160°, 
0,0608 g Substanz verbrauchten 2,07 ccm n/10-KOH, V.-Z. 191. 
C9H3,0, (299) berechnet V.-Z. 188. 

Von 7g sind 6 g tbergegangen, 

6 g dieser Ester werden mit 26 g Pyridin und 8,6 g Essigsiure- 
anhydrid 2 Stunden im Paraffinbad am RiickfluB gekocht, das 
Reaktionsgemisch dann nach dem Erkalten mit 2n-Soda bis zur 
alkalischen Reaktion versetzt und mit Ather ausgeschittelt, nach 
4maligem Waschen mit Wasser wird noch 2mal mit 2n-H(! 
ausgeschiittelt und dann wieder mit Wasser gewaschen bis zur 
neutralen Reaktion. Nach dem Trocknen mit Natriumsulfat und 
Verdampfen des Athers erfolgt die Acetylbestimmung nach Freu- 
denberg.®) 

22,8 mg Substanz verbrauchten 5,00 ccm n/20-NaOH — 4,98 ccm 
n/20-H,SQ,. 

Acetyl ist also nicht vorhanden. 

Die Methylester werden nun mit der 10fachen Menge 1 n- 
iithylalkoholischer Kalilauge 1/, Stunde lang auf dem Wasserbad 
verseift und die erhaltenen freien Séuren fraktioniert aus Alkohol 
umkrystallisiert. 

1. Fraktion 3,731 g, Schmelzp. 71°, Mol.-Gew. 284. 

0,0658 g Substanz verbrauchten 2,315 ccm n/10-KOH, 

2. Fraktion 0,099 g, Schmelzp. 71°, Mol.-Gew. 284. 

0,0362 g Substanz verbrauchten 1,276 ccm n/10-KOH. 


3. Fraktion 0,63 g, Schmelzp. 62—64°, Mol.-Gew. 283. 
0,0550 g Substanz verbrauchten 1,946 ccm n/10-KOH. 


4, Fraktion 0,161 g, Schmelzp. 61—64°, Mol.-Gew. 296. 
0,0454 g Substanz verbrauchten 1,534 ccm n/10-KOH, 
5. Fraktion 0,081 g, Schmelzp. 55—61°, Mol.-Gew. 300. 
0,0266 g Substanz verbrauchten 0,870 ccm n/10-KOH. 
6. Fraktion Schmelzp. 54°, Mol.-Gew. 309. 
0,0410 g Substanz verbrauchten 1,325 ccm n/10-KOH. 
Die ersten Fraktionen sind gut krystallisiert, die letzten 
schmieriger, sie entfirben Permanganat und addieren Brom, ent- 
halten also wahrscheinlich noch Spuren ungesaéttigter Séuren. 
Der Destillationsriickstand von der Hochvakuumdestillation 
enthilt die Hauptmenge dieser ungesittigten Fettséuren, die nacli 
der Bleisalzmethode nicht abtrennbar waren. Er hat nach Methy- 
lierung und Acetylierung wie oben einen deutlichen Acetylgehalt. 
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54,9 mg Substanz verbrauchten 0,37 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 
1,45 + 0,3°/o. 

b) Die flissigen Saéuren. Die aus den alkoholléslichen Blei- 
salzen mit Salpetersiure in Freiheit gesetzten und mit Ather aus- 
ceschiittelten fliissigen Saéuren sind rotbraun. Jodzahl und Mole- 
kulargewicht wechseln je nachdem, wie weitgehend das Material 
oxydiert war. 

Aufarbeitung 5. III. 31. Cephalin. J.-Z. 43. 

Fliissige Sauren. 

0,0682 g Substanz verbrauchten 4,75 ccm n/10-Na,8,0,;, J.-Z. 88,4. 

0,0666 g = - 1,912 ccm n/10-KOH, Mol.Gew. 348. 

Aufarbeitung 25. VI. 31. Cephalin. J.-Z. 48. 

Fliissige Sauren. 

0,0534 g Substanz verbrauchten 4,45 ccm n/10-Na,8,0,, J.-Z. 106. 

0,0564 g - ” 1,78 ccm n/10-KOH, Mol.-Gew. 317, 

0,0668 g 1 - 0,32 com n/70-NaOH, N 0,096°/,. 

Aufarbeitung 1. 1X. 31. Cephalin. J.-Z. 62. 
Flissige Sauren. 
0,0508 g Substanz verbrauchten 5,35 ccm n/10-Na,8,0,, J.-Z. 130. 


0,0605 g ™ as 1,85 cem n/10-KOH, Mol.-Gew. 328. 
0,0687 g ‘i m 0,64 ccm n/70-NaOH, N 0,19°/,. 


Die Herstellung der acetylierten Methylester geschah nach der bei den 
festen Sauren angegebenen Methode. Die Verseifungszahl der Ester steigt dabei. 


Aufarbeitung 5, III. 31. 
Vor der Acetylierung: 
0,0688 g Substanz verbrauchten 1,70 ccm n/10-KOH, V.-Z. 139. 


Nach der Acetylierung: 

0,0580 g Substanz verbrauchten 1,65 ccm n/10-KOH, V.-Z. 160. 

52,6 mg " - 0,38 com n/20-NaOQH, CO-CH,: 1,55 
+ 0,3°/ . 

Die Acetylester werden mit der 10fachen Menge 1 n-alkoholischer NaOH 
auf dem Wasserbad !/, Stunde lang verseift und die dabei erhaltenen Sauren 
erneut methyliert und acetyliert. 

53,5 mg Substanz verbrauchten 0,37 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 1,5 
+ 0,3°/9. 

Bei nochmaliger Wiederholung der Verseifung, Methylierung und Ace- 
tylierung wurde gefunden: 

46,4 mg Substanz verbrauchten 0,21 ccm n/20-NaOQH, CO-CH,: 0,97 
+ 0,4°/ ° 

j Bestimmung von aktivem Wasserstoff in Xylol. 

0,1062 g Substanz gaben bei 725,5 mm und 22° 9,32 com CH,. 


0,1067 g - ™ » 725,55 mm ,, 22° 8,92 ccm CH,. 
Gef. (Mol.-Gew. 348) 1,20 bzw. 1,15 Atome H. 
Ber. (1,5°/, CO-CH,) 1,12 Atome H. 
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Kontrollbestimmungen. 
Stearinsaure: 
0,1068 g Substanz gaben bei 714 mm und 20° 9,67 ccm CH,. 
Gef, (284) 1,01 Atome H. 
Palmitinsaure: 
0,0961 g Substanz gaben bei 714 mm und 18° 7,64 ccm CH,. 
Gef. (256) 0,81 Atome H. 
Aufarbeitung 25. VI. 31. 
Vor der Acetylierung: 
0,0664 g Substanz verbrauchten 2,09 ccm n/10-KOH, V.-Z, 177. 


Nach der Acetylierung: 
0,0538 g Substanz verbrauchten 1,92ccm n/10-KOH, V.-Z. 200. 
67,7 mg ” - 0,16cem n/20-NaOH, CO-CH;: 0,51°/,. 
164,9 mg ‘. . 0,64ccm n/20-NaOH, CO-CH;: 0,83°/,. 


Aufarbeitung 1. IX. 31. 
70,3 mg Substanz verbrauchten 0,18 ccm n/20-NaOH, CO-CH;: 0,55°/,. 

163 mg ” ‘ 0,38 cem n/20-NaOH, CO-CH;: 0,50°/,. 

Zur Bestimmung von hoher ungeséttigten Séuren wurden 2 ¢ 
des Sauregemisches (Aufarbeitung 25. VI. 31) in etwa 20 ccm 
Petrolither gelést, auf —10° abgekiihlt und mit Brom versetzt 
bis zur Blaufirbung von Jodkalistirkepapier. Der Niederschlag, 
der sich bis zum nachsten Tag im Eisschrank absetzte, wurde ab- 
zentrifugiert und mit Petrolither gewaschen. In siedendem Benzol 
ist die Hauptmenge léslich. Riickstand 0,103 g. Kein Schmelzpunkt 
bis 200°, nur allmahliche Schwarzfirbung. Die Petrolaitherlésung 
wurde mit Thiosulfat entbromt und mit Wasser gewaschen. Nach 
Trocknen mit Natriumsulfat hinterla8t sie 2,35 g. 

Die Benzollésung, ebenso behandelt, ergibt 0,187 g vom 
Schmelzp. 125—128°. 

Brombestimmungen ergaben: 

Petrolatherlésliches: 0,1006 g Substanz gaben 0,0874 g AgBr. 

C,sHs,0,Br, (442) Ber. Br 36,2%,  Gef. Br 36,97°/, 

Benzollésliches: 0,0936 g Substanz gaben 0,1154g AgBr. 

C,,H;,0,Br, (600) Ber. Br 53,3°/,  Gef. Br 52,47°/, 
Unléslicher Riickstand: 0,0576 g Substanz gaben 0,0874 g AgBr. 
C,,H390,Br, (758) Ber. Br 63,3°/, Gef. Br 64,57°/, 

c) Die oxydierten Siéuren. Alle bei der Aufarbeitung ab- 
fallenden petrolatherunléslichen Saiuren werden in Alkohol geldst 
und gemeinsam mit der 10fachen Menge alkoholischer 1 n-Lauge 
auf dem Wasserbad verseift. Die Herstellung der Ester und die 
Acetylierung erfolgte wie bei den festen Saéuren angegeben, nur 
daB iiberall statt Petrolither Ather verwendet wurde. 
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Aufarbeitung 5. III. 31. 


Erhalten wurden aus 57 g verseiftem Material 5 g Petrolatherunlésliches. 
0,0500 g Substanz verbrauchten 2,30 ccm n/10-Na,S,0,, J.-Z. 58,4. 
0,0542 g - ia 1,79 ccm n/10-KOH, Mol.-Gew. 302. 
Die Ester ergaben: 

Vor der Acetylierung: 

0,0476 g Substanz verbrauchten 1,52 ccm n/10-KOH, V.-Z. 179. 


Nach der Acetylierung: 

0,0312 g Substanz verbrauchten 1,28 cem n/10-KOH, V.-Z. 230. 
36,6 mg - * 0,59 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 3,5°/). 
36,2 mg ‘i “ 0,70 com n/20-NaOQH, CO-CH,: 4,2°/,. 
Die Acetylester wurden verseift und von neuem hergestellt. 
28,0 mg Substanz verbrauchten 0,39 ccm n/20-NaOQH, CO-CH,;: 3,0 


al 9 0,6°/o. 


Aufarbeitung 25. VI. 31. 


Erhalten wurden aus 44 g verseiftem Material 2 g Petrolitherunldsliches, 
0,0624 g Substanz verbrauchten 3,20 ccm n/10-Na,S,0,, J.-Z. 65,1. 
0,0602 g ne - 1,89 ccm n/10-KOH, Mol.-Gew. 318,5. 
Die Ester ergaben: 

Vor der Acetylierung: 

0,0528 g Substanz verbraiichten 1,74 ccm n/10-KOH, V.-Z. 185, 
Nach der Acetylierung: 

0,0580 g Substanz verbrauchten 2,34 ccm n/10-KOH, V.-Z. 226. 


51,2 mg s - 0,61 ccm n/20-NaOH, CO-CH;: 2,6°/,. 
51,0 mg " “s 0,69 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 2,9°/>. 
0,0786 g s * 1,36 ccm n/70-NaOH, N: 0,35°/). 


Aufarbeitung 1. IX. 31. 
80 g verseiftes Material gaben 3 g Petrolaitherunlésliches. 
119,6 mg Substanz verbrauchten 1,75 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 3,15 


‘ 0,1/o. 


0,0514 g Substanz verbrauchten 1,43 com n/70-NaOH, N: 0,56°/). 


d) Verhaltnis von Stickstoff und Acetylgehalt. Die 
Kster der oxydierten Saéuren der Aufarbeitung vom 25. VI. 31 
wurden nach Bestimmung von Acetylwert und Stickstoffgehalt 
mit alkoholischer Lauge verseift und die Trennung iiber die Bleisalze 
mit ihnen ausgefiihrt. Aus den dabei léslichen Bleisalzen wurden 
die Saéuren und ihre acetylierten Ester in der iiblichen Weise her- 
gestellt. 


Me 2 0,3°/9. 


59,7 mg Substanz verbrauchten 1,08 ccm n/20-NaOQH, CO-CH,: 3,9 
12,4 mg Substanz verbrauchten 0,23 ccm n/70-NaOH. Gef. N: 0,37 


ns 0,06°/,. 


Ber. (CO-CH;: 3,9) N: 1,3 od P 
vorher Ber. (CO-CH,: 2,9) N: 0,9 °/, 
Gef. N: 0,35°/, 


3* 
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Die Ester der fliissigen Sauren der Aufarbeitung vom 1. IX. 31 
wurden nach Bestimmung von Acetylwert und Stickstoffgehalt in 
auf —10° abgekiihltem Petrolaither gelost und im Eisschrank iiber 
Nacht stehen gelassen. Am nichsten Tag wurde von etwas braunem 
Rickstand abzentrifugiert und der Petrolaither nach Trocknen mit 


Natriumsulfat abdestilliert. 

Eine Acetylbestimmung ergab: 

82,6 mg Substanz verbrauchten 0,21 ccm n/20-NaOH, CO-CH;: 0,55°/,. 

123 mg . 0,26 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 0,45°/,. 

44,1 mg a . 0,20 ccm n/70-NaOH, N: 0,09°/). 
Ber. (CO-CH,: 0,5) N: 0,17, 
vorher Ber. (CO-CH,: 0,5) N: 0,179/) 
Gef. N: 0,16, 

Etwa 5 g fliissige Fettsiuren der Aufarbeitung 1. IX. 31 wurden 
in Li-Salze iibergefiihrt und mit Aceton nach ihrer Léslichkeit in 
2 Fraktionen zerlegt.5) Erhalten wurden 3,9 g Saéuren aus unlés- 
lichen und 1,2 g aus léslichen Li-Salzen. Aus beiden Fraktionen 
werden die Acetylester in der iiblichen Weise hergestellt. 


I. Ester aus léslichen Li-Salzen. 
122,0 mg Substanz verbrauchten 1,15 ccm n/20-NaOH, CO-CH,: 2,03 
+ 0,1°/,. 
0,0596 g Substanz verbrauchten 0,32 ccm n/70-NaOH, N: 0,11°/). 
Ber. (CO-CH,: 2,03) N: 0,67°/, 
II. Ester aus unldslichen Li-Salzen. 
129,6 mg Substanz verbrauchten 0,06 ccm n/20-NaOH, CO-CH;: 0,10 
~ 0,03°/,. 
0,0745 g Substanz verbrauchten 0,40 cem n/70-NaOH, N: 0,11°/o. 
Ber. (CO-CH,: 0,1) N: 0,03°/). 
Ester I werden in eiskaltem Petrolither gelést, stehen gelassen, zentri- 
fugiert und der Petrolither verdampft. 


Sie ergaben dann: 

102,1 mg Substanz verbrauchten 0,72 ccm n/20-NaOH, CO-CH;,: 1,5 
=m 0,1°/o. 

0,0559 g Substanz verbrauchten 0,35 ccm n/70-NaOH, N: 0,125°/). 

Ber. (CO:CH,: 1,5) N: 0,5°/o. 

Ester II wurden verseift und die Trennung iiber die Li-Salze noch einmal 
wiederholt. Die Acetylbestimmung ergab dann: 

141,1 mg Substanz verbrauchten 0,08 ccm n/20-NaOH, CO-CH;: 0,12 = 
0,04°/,. 
0,0388 g Substanz verbrauchten 0,28 ccm n/70-NaOH, N: 0,14°/). 

Ber. (CO-CH,: 0,12) N: 0,04°/,. 


Zusammenfassung. 
Cephalin erleidet beim Liegen an der Luft eine Veranderung, 
die sich durch ein Sinken der Jodzahl, der Kohlenstoff-, Wasser- 
stoff-, Stickstoff- und Phosphorwerte duBert. 
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Eine hydrolytische Abspaltung von Fettsiuren, wie sie die 
Theorie von Levene fordert, findet dabei nicht statt. Ein Aceton- 
auszug des Materials enthilt wohl geringe Mengen Phosphatide, 
aber keine Sauren, deren Ester im Hochvakuum destillierbar waren. 
Auch fiir eine oxydative Absprengung niedermolekularer 
Sduren in gréBerem Ma8e wurde ein Anhaltspunkt nicht gefunden. 
Nur etwa 1°/,, bezogen auf den Gesamtgehalt an Sauren, liegen als 
wasserlésliche vor, und etwa 1/, davon ist mit Wasserdampf fliichtig. 
Dagegen ist immer ein mehr oder weniger groBer Gehalt an 
Oxysauren vorhanden. Die iiber die Bleisalze abtrennbare Fraktion 
der fliissigen Séuren ist mit Essigsiureanhydrid-Pyridin acetylier- 
bar und der Acetylgehalt 148t sich nach Freudenberg bestimmen. 
Acetylwert: 0,5—1,5°/). Am acetylreichsten sind die petrolather- 
unléslichen sogenannten oxydierten Saéuren (8—4°/,). Etwa 5°/, 
der Gesamtséuren liegen nach diesen Ergebnissen als Oxysiéuren vor. 
Die fliissigen Séiuren haben auBerdem immer einen geringen 
Stickstoffgehalt, der durch Waschen nicht zu entfernen ist. 


Vorliegende Arbeit wurde mit den Mitteln der Rockefeller- 
foundation ausgefiihrt, der wir auBerdem fiir Gewahrung eines 
Stipendiums zu danken haben. Auch moéchten wir Herrn Professor 
Dr. Oberndorfer und Herrn Privatdozenten Dr. Singer, patho- 
logisches Institut des Schwabinger Krankenhauses, fiir Uberlassung 
des Materials unseren besten Dank aussprechen. 
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Uber eine analytisch giinstige Abwandlung der Pikrolonsaure: 
m-Brom-Pikrolonsaure. 


Von 


Walther Zimmermann und David P. Cuthbertson. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1931.) 


Die Pikrolonséure, die von Bertram?) durch Nitrieren von 
Phenyl-methyl-pyrazolon erhalten wurde, wurde erstmalig von 
seinem Lehrer Knorr?) als ein Fallungsmittel verwandt, das mit 
einer Reihe synthetischer Basen sehr schwer lésliche, wohlcharak- 
terisierte Salze liefert. In der Physiologischen Chemie wurde sie 
erstmalig von Steudel®) zur Abscheidung der Hexonbasen be- 
nutzt. Es erwies sich, daB diese proteinogenen Ko6rper infolge 
ihrer Konstitution fahig sind, Mono- und Di-Pikrolonate zu bilden. 
Nun liegen aber die Analysenwerte dieser Produkte gelegentlich 
so nahe beieinander, da8 eine einwandfreie Unterscheidung durch 
die Analyse z. B. beim Histidin nur schwer moglich ist. Es be- 
steht dadurch die Gefahr, daB die Mono- und Di-Pikrolonate 
verwechselt werden, und da dadurch auf eine falsche Ausbeute 
umgerechnet wird. Brigl*) hat die Verhaltnisse beim Histidin 
studiert und die Entstehungsweise des Histidin-mono- und des 
Di-pikrolonats geklirt. Die Gefahr der Verwechselung ist damit 
indes nicht beseitigt, und man ist nach wie vor oft unsicher, welches 
der beiden Salze man vor sich hat. 

Wir haben deshalb versucht, die Konstitution der Pikrolon- 
siure so abzuéindern, daB die analytischen Werte der Basen, 
deren Mono- und Di-Pikrolonate bisher nicht unterschieden werden 
konnten, gréBere Abweichungen voneinander zeigen. Der Grund 
fiir die nur geringen Analysenunterschiede liegt darin, daB die 
Analyse der untersuchten Base der der Pikrolonsiure fast gleicli 
ist. Um die Differenz zu vergréSern, miiBte also das Molekiil 
der Pikrolonsiiure verindert werden. Dabei wire es aber zugleich 
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noch méglich, ein typisches Element einzufiihren, das den zu 
fillenden Basen gewohnlich nicht zukommt und das deshalb bei 
der Analyse groéBere Differenzen zeigen wiirde. 

Diese Abénderung erreichten wir durch Einfiihrung eines 
Bromatoms in den Benzolkern der Pikrolonséiure, und zwar in 
die Meta-Stellung zum Pyrazolonring. Eine direkte Bromierung ist 
nicht méglich, da zugleich auch Brom wahrscheinlich an die Enol- 
doppelbindung des Pyrazolonrings tritt. Wir nitrierten deshalb 
m-Bromphenyl-methyl-pyrazolon (1), das wir aus m-Bromphenyl- 
hydrazin und Acetessigester, wie im Versuchsteil beschrieben, neu 
herstellten. Der bei der Nitrierung zunichst entstehende Salpeter- 
siureester (2) der Brom-Pikrolonsiure wird beim Umkrystalli- 
sieren aus 33°/,iger Essigsiure verseift und so die m-Brom-Pikrolon- 
siiure (83) erhalten. 


NO, NO, 
-_ “Spr Br 
wu te ; 
\ Sg “i 
| a x > a 
N N 
i i” oh, 
N CoH N CoNo, N oH 
1 | | J 
H,C-C-——OH H,C-C-——CNO, H,C-C-—C-No, 


Die neue Verbindung liefert wie die Pikrolonsiure mit Basen 
schwerlésliche Salze, von denen wir einige hergestellt und analy- 
siert haben. Gegeniiber der Pikrolonséure hat die Brom-Pikrolon- 
siure den Vorzug der Leichtléslichkeit in Ather, was bei der Zer- 
legung der Fallungen und Isolierung der freien Basen wertvoll ist. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Brom-Pikrolonsaure. 

1. Darstellung des Bromnitrobenzols. 24g Lisenfeil- 
spine werden mit 480g Brom itbergossen und nach einigen 
| Minuten 246 g Nitrobenzol zugegeben. Dann wird das Reaktions- 

gemisch am RiickfluBkihler auf dem Wasserbad solange erhitzt, 
als Bromwasserstoff stiirmisch entweicht; der Kihler wird dann 
_ entfernt und der Kolben auf die Seite gelegt, wobei das iiberschiissige 
Brom gréBtenteils abdestilliert. Nun wird das entstandene Brom- 
nitrobenzol mit Wasserdampf wbergetrieben, wobei man zweck- 
maBig das erste Destillat bis zum Verschwinden des Broms zur 
Seite stellt. Das auskrystallisierte Bromnitrobenzol wird ab- 
liltriert und noch feucht reduziert. 
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2. Bromanilin. Das Bromnitrobenzol wird mit 290 g Zinn 
versetzt und 500 ccm konzentrierte Salzsiure zugegeben. Durch 
Erwiirmen auf dem Wasserbad wird die Reaktion vorsichtig ein- 
geleitet und das Gemisch durch Kiihlen und am Riickflu8kihler 
in gelindem Sieden erhalten, wobei in kurzer Zeit der Geruch nach 
Bromnitrobenzol verschwindet. Dann wird abgekihlt und 300 g 
Natriumhydroxyd, in wenig Wasser gelést, unter Kihlung zu- 
gesetzt. Jetzt wird der RiickfluBkiihler entfernt und das m-Brom- 
anilin mit Wasserdampf abdestilliert. Das Destillat wird 4—5 mal 
mit Chloroform ausgeschiittelt, das Chloroform abdestilliert und 
der Riickstand im Vakuum fraktioniert. Der Siedepunkt der Haupt- 
fraktion wurde in verschiedenen Versuchen etwas abweichend 
von den Angaben in der Literatur wie folgt bestimmt: 18 mm Druck 
122—124°; 16 mm Druck 125—127°; 17 mm Druck 127—128°; 
20 mm Druck 129—131°. 

38. Bromphenylhydrazin. 68,8g Bromanilin (?/, Mol.) 
werden zu einem eisgekiihlten Gemisch von 48 cem konzentrierter 
Schwefelsiure und 160 cem Wasser in einer Porzellanschale unter 
Riihren zugegeben, wobei sich das Sulfat in feinen Krystallen 
absetzt. Dazu kommen langsam und unter dauernder Kihlung 
und Riihren 43,2 g Kaliumnitrit (79°/,ig). Von einem ausfallenden 
gelben Niederschlag wird abfiltriert und das kalte Filtrat langsam 
unter Schiitteln zu einer Lésung von 189 g wasserfreiem Natrium- 
sulfit (11/, Mol.) und 24 g Soda in 650 ccm Wasser gegeben und 
das Reaktionsgemisch noch 1 Stunde geschiittelt. Dann wird 
es auf siedendem Wasserbad erhitzt, 180 cem konzentrierte Salz- 
siure, und, wenn der Inhalt noch nicht sauer ist, noch Eisessig 
eingetragen und mit etwa 2g Zinkstaub entfarbt, filtriert, und 
jetzt durch Einleiten von Salzsiuregas das Bromphenylhydrazin, 
zuletzt im Gemisch mit Alkalichloriden, ausgefallt. Das Rob- 
chlorhydrat wird abgesaugt und in ungefahr 8 Liter Wasser ein- 
getragen, Ather zugegeben, die Lésung alkalisch gemacht und 5 bis 
6mal mit Ather ausgeschittelt. Die atherische Lésung wird mit 
Natriumsulfat getrocknet und der Ather zunachst bei gewéhn- 
lichem Druck, zum SchluB im Vakuum abdestilliert. Das zuriick- 
bleibende m-Bromphenylhydrazin ist zur weiteren Kondensation 
rein genug. Im Vakuum von 8—4 mm destillierte es beim Erhitzen 
bis auf 200° nicht. 

4. m-Bromphenyl-methyl-pyrazolon. Um das kost- 
bare Bromphenylhydrazin méglichst quantitativ auszunutzen, ver- 
wendet man zweckmaBig etwas mehr als 1 Mol. Acetessigester 
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nm [F pro 1 Mol. des Phenylhydrazin (1,3 Mol. gaben 86—96°/) Ausbeute). 
+h [ Pro Gramm Acetessigester benutzt man 5 ccm 50°/,ige Essigsiure als 
n- i Lésungsmittel. Das Reaktionsgemisch wird 4 Stunden am Riick- 
er [fF flubkihler gekocht. Beim Erkalten krystallisiert das m-Brom- 
h 4 phenyl-methyl-pyrazolon gréf8tenteils aus. Das Filtrat davon wird 
g¢ — mit Wasser gefallt und das Rohprodukt, das einen Teil des iiber- 
1- [F  schiissigen Acetessigesters enthilt, bei 60° einige Stunden an der 
n> [— Luft getrocknet. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Kis- 
al — essig kann das Bromphenyl-methylpyrazolon analysenrein erhalten 
id — werden. Lange Nadeln vom Schmelzp. 184°. Mit dem von Knorr*) 
t- [fF dargestellten Phenyl-methyl-brompyrazolon ist es nicht identisch. 
id & 4,912 mg Substanz gaben 1,59 mg H,O und 8,57 mg CO,. 

k 5,115 mg os », 0,496 com N (747 mm, 20°). 


. - C,>H,ON,Br (253,02) 
-_ Ber. C 47,459,  H 3,59%/, N 11,079, — Br 31,59°/, 


Gef. ,, 47,57 59 3,62 » 14,10 — 
‘) Wenn man 2 Mol. Acetessigester auf 1 Mol. Bromphenylhydrazin ver- 
‘tr @  wendet, so kann mit siedendem Methanol und anschlieBendem Umkrystalli- 
sr [—%  sieren aus Eisessig aus dem Pyrazolonrohprodukt ein Nebenprodukt in kleiner 
0 Menge isoliert werden, das in langen, farblosen Nadeln krystallisiert und das 


man sich vielleicht durch Einwirkung von mehr Acetessigester auf das Brom- 


8 phenyl-methylpyrazolon entstanden denken kann. Ein ahnliches Produkt ist 

a _ von Knorr®) aus Phenylmethylpyrazolon und Acetessigester beschrieben 

mn @ worden. Bei der Nitrierung stért das Nebenprodukt nicht. Schmelzp. 180°. 

i: { 5,248 mg Substanz gaben 0,396 com N (748 mm, 22°). 

d ’ 4,792 mg ‘i » 0,363 com N (750 mm, 23°). 

d ; 5,208 mg “ » 1,52 mg H,O und 9,99 mg CO,,. 
C,,H,,0.N,Br (319,10) 

- FF Ber. C 52,67°/, H 3,47°/, N 8,78°, Br 25,04°%/, 

¢ Gef. ,, 52,31 » oa » 8,59 — 

d & 9 — — »» 8,62 — 

, £ 5. m- Bromphenyl- dinitro -methylpyrazolon- sal - 

- —#— petersdureester. Brom-Pikrolonsiurerohprodukt. 10g 

 {% m-Bromphenyl-methylpyrazolon werden in einem groBen Reagenz- 

is #® glas unter Rihren und Eiskihlung mit 45 cem konzentrierter 

it Salpeterséure iibergossen. Dazu kommen allmahlich unter Riihren 

\ 5) cem eiskalte, rauchende Salpeterséure (D. 1,51; 18°). Zuniachst 

- J entsteht ein dunkles 01 als Zwischenprodukt, das sich wieder 

n lést. Aus der Lésung krystallisiert meistens schon nach einigen 

n Augenblicken, evtl. auf Kratzen, immer unter Eiskiihlung, das 


Brom-Pikrolonsiurerohprodukt in derben, gelblichen Balken aus, 
die nach einigen Stunden auf einer Glasfritte abgesaugt, mit Wasser 
grindlich ausgewaschen und an der Luft getrocknet werden. Sie 
zersetzen sich bei 116° nicht ganz konstant unter Aufschiumen, 
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die entstandenen roten Produkte schmelzen dann bei 175°. Nach 


der Analyse enthilt das Rohprodukt eine NO,-Gruppe mehr als ek 
die Brom-Pikrolonsiure. fe & 
4,790 mg Substanz gaben 0,620 mg H,O und 5,41 mg CO,. " 
4,522 mg x . 0,640mg H,O ,, 5,12 mg CO,. 
5,510 mg % » 0,850 ccm N (760 mm, 23°), 
15,880 mg = » 7,730 mg AgBr, 


C,oH,N,0,Br (388,07) 
Ber. C 30,94°/, H 1,56°/, N 18,05%/, Br 20,59°/, 
Gef, ,, 30,80 » 1,45 » 1i,70 95 20,72 
» 95 30,88 » ae — — 

Das chemische Verhalten dieser Roh-Brom-Pikrolonsiure ist 
eigenartig; lést man die Substanz in Aceton, so farbt sich die klare J la 
Lésung in einigen Augenblicken violett, beim Erwirmen fallen — ni 
schmutzfarbene, graugriine Massen aus. Es entsteht keine Brom- §& 
Pikrolonsiure. Ahnliches Verhalten zeigt das Produkt in Alkohol J 1» 
und Methanol beim Erhitzen, und in Ather. In siedendem EKis- —& 
essig farbt sich die Lésung rot und nitrose Gase entweichen. Das J wi 
Brom-Pikrolonséurerohprodukt lost sich mit intensiv roter Farbe §—& 
in Alkali und Ammoniak, doch konnte durch Ansa&uern aus diesen — |. 
Lésungen Brom-Pikrolonséure bisher nicht gewonnen werden. Ein —& 


ganz analoges Produkt entsteht bei der Pikrolonsiuresynthese. [R Ze 

6. Brom-Pikrolonsaéure. Aus dem vorher beschriebenen 
Rohprodukt kann die m-Brom-Pikrolonsiure auf folgendem Wege — W! 
gewonnen werden: 11/, g Brom-Pikrolonsiurerohprodukt wird in — ge 
einem Reagenzglas mit 22,5 ccm 100° heiBer 30°/,iger Essigsiure [4 
iibergossen, das Gemisch im Wasserbad kurz erhitzt; dabei wird 2” 
jedenfalls durch Massenwirkung die esterartig gebundene Salpeter- —& De 
siiure abgespalten. Es tritt jetzt ein Moment ein, an dem die — " 


Lésung zu brausen beginnt, dann wird sofort in ein auBen mit His 
gekiihltes Reagenzglas von schwarzen Massen abgesaugt und im 


Filtrat immer unter Eiskiihlung durch Kratzen und Verreiben aby 

der zuerst sich ausscheidenden Krystalle eine ergiebige Krystalli- _ 

sation erzeugt, die nach einigen Stunden abgesaugt werden mub. 

Die Ausbeute und die Krystallisationsféhigkeit hangt von der s6! 

Innehaltung der beschriebenen Bedingungen ab. Erhitzt man ™ 

linger, so tritt jedenfalls, wie man am Entweichen von nitrosen 

Gasen erkennen kann, durch Einwirkung der Salpetersiure Zer- - 

setzung ein und die Krystallisation bleibt aus. Das gleiche ist - 
me 


der Fall, wenn man gréBere Mengen oder andere GefaBe verwendet. 
Moglichst kurzes Erhitzen scheint also am giinstigsten zu sein. 








h 
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Das so erhaltene Produkt wird wiederholt aus Methanol um- 
krystallisiert, das erstemal 6 g aus 100ccm. Hs bildet dann lange, 
gelbe Nadeln, die sich bei 110° verfiirben und dann bei 128—180° 


e unter Aufschiumen zersetzen. 


4,923 mg Substanz gaben 0,980 mg H,O und 6,330 mg CO,. 


4,665 mg % ». 0,665 com N (753 mm, 20°), 
3,622 mg - -» 0,515 com N (752 mm, 22°), 
13,270 mg - » 7,190 mg AgBr. 
C,9>H,0;N,Br (343,06) 
Ber. C 34,99°/, H 2,06°/, N 16,34°/, Br 23,30°/, 
Gef. ,, 35,07 9» 2,20 », 16,45, 16,28°9/, » 23,06 


Die reine Brom-Pikrolonsaure lést sich in verdiinnter Natron- 
lauge nur beim Erhitzen mit roter Farbe, in Ammoniak wenig und 
nicht mit Farbveranderung. 

In je 100 ccm kalt gesattigter wiBriger Lésung wurden 0,162 
bzw. 0,160 g gelost gefunden. 

In je 100 ccm kalt gesattigter methylalkoholischer Lésung 
wurden 1,338 bzw. 1,340 g gelést gefunden. 

In je 100ccm kalt gesittigter athylalkoholischer Loésung 
(,,96°°°/9ig) wurden 3,74 bzw. 8,74 g geldést gefunden. 

In Ather ist die neue Verbindung leicht léslich, was bei der 


: Zersetzung der Salze mit Vorteil benutzt werden kann. 


Das Brom am Kern haftet fest: 1 g reine Brom-Pikrolonsidure 


| wird mit 50 cem destilliertem Wasser 11/, Stunden unter RiickfluB 
' gekocht, dann wird heif filtriert. Aus dem Filtrat krystallisieren 
| 04g lange, rechteckige, fast farblose Tafelchen vom Zersetzungs- 
| punkt 128°, und gleichem Verhalten wie die Brom-Pikrolonsiure. 


Der Riickstand wird mit der Mutterlauge 2 Stunden weiter gekocht 


und in gleicher Weise 0,4 g gleicher Higenschaften gewonnen. 
Die Mutterlauge wird nun mit Salpetersiure angesiuert, von aus- 
| krystallisierter Brom-Pikrolonsiure vom Zersetzungsp. 124—126° 
| abfiltriert und das Filtrat mit Silbernitrat versetzt. Es entsteht 


eine minimale Opalescenz, aber keine Bromsilberfallung. 

Auch nach 2stiindigem Kochen der Brom-Pikrolonsiéure mit 
96°/,igem Athanol konnte das Material unzersetzt zuriickgewonnen 
werden, 

Durchschnittausbeuten: Aus 246g Nitrobenzol wurden 
nach Reaktion 1. und 2. 256 g m-Bromanilin erhalten, daraus nach 
3. 108 g Bromphenylhydrazin, daraus nach 4. 145 g Brompheny]l- 


| methyl-pyrazolon, daraus nach 5. 118 g Rohprodukt und daraus 


nach 6. 40 g Brom-Pikrolonsiure. 
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Fallungen. 


0,5g Guanidin-chlorhydrat werden in 0,5 ccm Wasser 
gelést und mit einer gesattigten, alkoholischen Lésung von Brom. 
Pikrolonsaure gefallt. Die entstandenen langen Nadeln und Ige] 
werden nach 24 Stunden abgesaugt und mit 50 ccm Alkohol in 
mehreren Portionen nachgewaschen. Ausbeute 1,7 g. Zur Analyse 
wurden 0,5 g davon aus 25 ccm 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 
0,48 g; lange Nadeln, die sich bei 275° verfarben und bei 285° zer- 
setzen. Sie werden bei 100° im Vakuum itiber P,O; getrocknet. 


4,698 mg Substanz gaben 1,34 mg H,O und 5,64 mg COQ,. 


4,855 mg - »  1,33mg H,O ,, 5,82 mg CO,. 
5,130 mg 7 » 1,060 ccm N (761 mm, 21°). 
12,600 mg = » 5,895 mg Silberbromid. 


Guanidin-Brom-Pikrolonat CH,N,°C,>H,N,O,Br (402,15) 
Ber. C 32,84°/, H 3,01°/, N 24,39°/, Br 19,87°/, 
Gef. ,, 32,74 »» 3,19 »» 24,02 » 19,91 

99 9 32,69 9 3,06 oe mas 


In je 100 com Wasser wurden 0,018 bzw. 0,017 g gelést gefunden. 

0,2g Kreatinol-Hydrobromid werden in 0,7 com Wasser 
geloést und mit 50cem gesattigter, alkoholischer Brom-Pikrolonsaure- 
lésung versetzt. Nach 2 Stunden wird die Fallung abgesaugt und 
mit wenig Alkohol 8mal gewaschen: 0,69g. Rhombische 
Tafelchen, einzelne mit abgebrochener, spitzwinkliger Ecke. Zur 
Analyse wird das Material aus 15 cem 50°/,igem Alkohol un- 
krystallisiert und 2 Stunden tiber P,O, bei 100° getrocknet. Rhom- 
bische Tafelchen vom Schmelzp. 211°. 


5,090 mg Substanz gaben 1,73 mg H,O und 6,83 mg COQ,. 
5,446 mg i » 0,981 ccm N (763 mm, 19°). 
10,585 mg a » 4,310 mg Bromsilber. 
Kreatinol-Brom-Pikrolonat C,H,,ON;:C,>H,N,O;Br (460,20) 
Ber. C 36,52°/, H 3,94°/, N 21,31°/, Br 17,37°/5 


Gef. ,, 36,60 95 3,80 »» 21,14 » 17,33 
In je 100 ccm Wasser wurden 0,0870 bzw. 0,0375 g gelést 
gefunden. 


0,5 g Lysin-dichlorid werden in 4ccm Wasser geldést und 
die Lésung in einen Uberschu8 von alkoholisch gesittigter Brom- 
Pikrolonséurelésung eingegossen. Nach 48 Stunden wird abgesaugt 
(1,6 g), mit wenig Alkohol gewaschen und zur Analyse 2 Stunden 
iiber P,O,; getrocknet. Lange, viereckige Tafeln, und Igelchen von 
feinen Nadeln; sie sintern bei 184—189° und zersetzen sich bei 
etwa 200° unter Aufschiumen. Der Analyse nach liegt ein Gemisch 
von Mono- und Di-Brom-Pikrolonat vor, das auch durch Um- 
krystallisieren nicht ohne weiteres getrennt werden kann. 
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0.07983 g Brom-Pikrolonsiure. 
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5,131 mg Substanz gaben 1,78 mg H,O und 7,20 mg CO,. 
10,395 mg - » 4,360 mg Silberbromid. 


Lysin-mono-Brom-Pikrolonat C,H,,N,0.°C,)»H,0;N,Br (489,23) 
Ber. C 39,26°/, H 4,33°/, N 17,18%/, Br 16,30°/, 

Lysin-di-Brom-Pikrolonat C,H,,N,0,(+C,>H,0;N,Br), (832,29) 
Ber. C 37,50, H 3,399, N 16,83°/, Br 19,219, 
Gef. ,, 38,27 95 3,88 » 19,85 

DaB ein Gemisch von Mono- und Di-Brom-Pikrolonat vorliegt, 
ergibt auch die Bestimmung der Brom-Pikrolonsiure. 

0,1185 g wurden mit 2cem 10°/,iger Schwefelsiure unter 
gelindem Erwaérmen zersetzt, die ausgeschiedene Brom-Pikrolon- 
siure mit 10°/,iger Schwefelsiure auf ein Mikrofilterréhrchen iiber- 
gespult und mit 2+ 1 + 1+ 1ccm Wasser gewaschen. Nach dem 
Trocknen tiber PO, bei 100° wird gewogen und durch Auswaschen 
mit verdinnter Schwefelsiure und 2+ 1-+1-+1ccm Wasser 
der Verlust bestimmt: 0,8 mg. Insgesamt gefunden 0,0900 g 
Brom-Pikrolonsaure. 

Fir Di-Brom-Pikrolonat Ber. 82,44°/, 
» Mono-Brom-Pikrolonat ,, 70,12 
Gef. 75,94 

In 100 cem Wasser wurden 0,1290 g gelést gefunden. Das 
Pikrolonat wird als in Wasser ziemlich léslich beschrieben. 

0,2 g Histidin-chlorhydrat werden in 5 ccm Wasser geldést 
und mit gesattigter, alkoholischer Brom-Pikrolonsaurelésung gefiallt. 
Nach 24 Stunden wird abgesaugt und die Fallung mit Alkohol 
2mal gewaschen. Ausbeute 0,58 g. Zur Analyse werden 0,5 g 
aus 25 cem siedendem 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert: 0,46 g. 
Nadelbiischel, die sich bei 216—218° zersetzen. Zur Analyse wurde 


2 Stunden bei 100° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Die Kohlen- 


stoff-Wasserstoffbestimmung und die Stickstoffbestimmung er- 


| fordern die fir Histidin tbliche Erfahrung und Geduld. Bequem 


dagegen ist die Brombestimmung. 


9,640 mg Substanz gaben 4,270 mg Bromsilber. 
Histidin-mono-Brom-Pikrolonat C,H,O,N,-C,,>H,O;N,Br (498,20) 
Ber. Br 16,04°/, 
Histidin-di-Brom-Pikrolonat C,H,O,N;-(C,,>H,0;N,Br), (841,25) 
Ber. Br 19,00°/, 
Gef. ,, 18,79 


DaB ein Dibromid wie erwartet vorliegt, kann auch aus der 
Brom-Pikrolonsiurebestimmung geschlossen werden: 0,0977g gaben 
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Fiir Mono-Brom-Pikrolonat Ber. 68,86°/, 
Di-Brom-Pikrolonat » 81,56 
Gef. 81,17 
In je 100 ccm kalt gesittigter Histidin-di-Brom-Pikrolonat- 
lésung wurden 0,0815 bzw. 0,0305 g gelést gefunden. 
Riickgewinnung der freien Base: 0,1 g Histidin-Brom-Pikro. 
lonat werden mit 5 cem 10°/,iger Schwefelsiure unter Erwarmen 
umgesetzt und der entstandene Krystallbrei mit 10 cem Wasser 
in einen Schiitteltrichter iibergespiilt und mit je 25 + 10 + 10 ccm 
Ather ausgeschiittelt. Der Ather ist schon beim zweiten Male 
farblos. Die waBrige Lésung wird von einigen Fléckchen Unzer- 
setztem abgesaugt und mit Baryt und Kohlensaure usw. in tiblicher 
Weise das Histidin daraus gewonnen. Die Brom-Pikrolonsaure kann 
durch Verdampfen des Athers gewonnen und bestimmt werden. 
0,1 g Methylarginin-dichlorid werden in 1 com Wasser 
gelést und in 15 cem gesittigte, alkoholische Brom-Pikrolonsaure- 
lésung eingegossen. Die Lésung wird durch Kieselgur filtriert. 
Nach einigem Stehen krystallisiert das Brom-Pikrolonat aus: 0,22 g. 
Nidelchen, die bei 152—160° sintern. Sie werden im Vakuum 
iiber P.O; bei 100° getrocknet. 
10,020 mg Substanz gaben 4,240 mg Silberbromid. 
Methylarginin-mono-Brom-Pikrolonat C;H,,0,N4°C,»H;O;N,Br (531,27) 
Ber. Br 15,04°/, 
Methylarginin-di-Brom-Pikrolonat C,H,,0.N,°(Cj)H,O;N,Br). (874,33) 
Ber. Br 18,28°/, 
Gef. ,, 18,01 


In je 100 cem waBriger kalt gesittigter Methylarginin-di-Brom- 
Pikrolonatlésung wurden 0,0325 bzw. 0,0825 g gelést gefunden. 


Die vorstehende Arbeit wurde mit Mitteln der Rockefeller 
Foundation ausgefiihrt, der wir auch an dieser Stelle unseren 
ergebensten Dank aussprechen mdochten. 
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Die Untersuchung wird fortgesetzt, insbesondere soll versucht 
werden, durch Einfihrung von Sulfosiuregruppen zu Fallungs- 
mitteln der Pyrazolonreihe zu gelangen, die in Wasser leichter 


loslich sind. 
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Die Einwirkung von Kohlenoxyd auf Peroxydase. 
Von 


Kenneth Allan Caldwell Elliott!) und Hermann Sutter. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayrischen Akademie der Wissenschaften.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Dezember 1931.) 


O. Warburg hat gezeigt, da8 das Atmungsferment, als dessen 
aktive Gruppe er eine Eisen-Porphyrinverbindung annimmt, mit 
Kohlenoxyd eine inaktive Verbindung eingehen kann.?) Ks ist 
daher von Interesse, auch ein anderes Ferment, das ein Eisen- 


Porphyrinspektrum liefert, auf seine Empfindlichkeit gegen Kohlen- 


oxyd zu prifen. R. Kuhn, D. Hand und M. Florkin haben 


' yor kurzem in dieser Zeitschrift eine Arbeit veroffentlicht), in 


der sehr wahrscheinlich gemacht wird, da fiir die Aktivitaét von 


Meerrettichperoxydase der Gehalt an ,,Haimineisen“ eine wesent- 
_ liche Rolle spielt; Versuche von A. Elliott mit Milechperoxydase 
| weisen in der gleichen Richtung.’‘) 


R. Kuhn und Mitarbeiter haben im Anschlu8 an ihre Unter- 


_ suchung tiber das Absorptionsspektrum von Peroxydaselésungen 
_ Versuche beschrieben, in denen es ihnen gelang, Peroxydaselésungen 
| durch Einleiten von Kohlenoxyd in betrachtlichem AusmaB zu 
_Inaktivieren. Da diese Angabe im Widerspruch mit friiheren Ver- 
suchen aus dem hiesigen Laboratorium steht®), haben wir die 


Frage der Hemmbarkeit der Peroxydase durch Kohlenoxyd noch 
enmal genau experimentell iiberpriift und sind erneut zu dem 


Ergebnis gekommen, daB von einer spezifischen Hemmung der 


Peroxydase durch Kohlenoxyd nicht gesprochen werden kann. 





1) Beit Memorial Research Fellow. 

2) Biochem. Z. 177, 471 (1926). 

*) Diese Z. 201, 255 (1931). 

*) Biochemic. J. (1931) (im Druck). 

°) H. Wieland u. H. Sutter, Ber. chem. Ges, 61, 1067 (1928). 
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Wir haben zunachst unter genauer Beachtung der’ von 
R. Kuhn und Mitarbeitern angegebenen Versuchsbedingungen die 
von diesen Forschern angefiihrten Versuche wiederholt und haben 
dabei das gleiche Ergebnis gefunden. Die von uns nach 1stiin- 
digem Durchleiten von Kohlenoxyd durch die Fermentlésung 
beobachtete Hemmung betrug durchschnittlich etwa 50—60°/,, 
bei R. Kuhn und Mitarbeitern 60—70°/,. 

R. Kuhn, D. Hand und M. Florkin haben aus praktischen 
Griinden die von R. Willstatter und A. Stoll') angegebene 
Methode zur Aktivitaétsbestimmung der Peroxydase etwas ab- 
geindert. Sie arbeiten z. B. nur mit 50 ccm Fermentlésung statt 
mit 2 Liter. H. Wieland und H. Sutter haben sich dagegen 
bei ihren Versuchen der genauen Vorschrift von R. Willstatter 
und A. Stoll bedient. Der Grund fiir die Unterschiede in den 
Ergebnissen war vermutlich in der Verschiedenheit der beiden 
Methoden zu suchen. 

Bei den Versuchen mit nur 50 ccm Lésung ergibt das Durch- 
leiten eines Gasstromes einen wesentlich starkeren Schiitteleffekt 
als bei Anwendung einer Fliissigkeitsmenge von 2 Litern (Rund- 
kolben). Bisher unveréffentlichte Versuche*) im hiesigen Labo- 
ratorium haben ergeben, da durch lingere Einwirkung von in- 
differenten Gasstrémen Peroxydaselésungen inaktiviert werden 
kénnen. Wir haben daher zunichst das Kohlenoxyd durch Stick- 
stoff ersetzt. Tatsichlich erhielten wir bei Anwendung der Kuhn- 
schen Methode hierbei die gleichen Hemmungen wie durch Kohlen- 
oxyd; auch Wasserstoff und Luft hatten die gleiche Wirkung. 
Die GréBe der Hemmung erwies sich nur von der Strémungs- 
geschwindigkeit abhingig. Wenn wir die Pufferlésung vor Zugabe 
des Fermentes durch einen kraftigen Kohlenoxydstrom 4/, Stunde 
lang sittigten, ergab sich nicht die geringste Hemmungswirkung, 
auch dann nicht, wenn wir das Ferment in der mit Kohlenoxyd 
gesiittigten Lésung 1 Stunde vor der Bestimmung stehen lieBen. 
Das Einleiten des Gases in die Lésung war bei Zugabe des Fer- 
mentes unterbrochen worden, die Lésung aber in einer Kohlenoxyd- 
atmosphire belassen. Alle mit Kohlenoxyd angestellten Versuche 
kamen bei vollstaindiger Dunkelheit zur Ausfiihrung. 

Da die Genauigkeit der von R. Kuhn und Mitarbeitern an- 
gegebenen Bestimmungsmethode héchstens 10°/, betragt, haben 


1) Liebigs Ann. 416, 44 (1918). 
*) H. Sutter, Dissertation, Miinchen 1929. 
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wir eine Versuchsreihe unter den von R. Willstatter und A. Stoll 
angegebenen Bedingungen durchgefiihrt, um eine etwa vorhandene, 
geringe Hemmung durch Kohlenoxyd feststellen zu kénnen. Wir 
siittigten 2 Liter Wasser durch 1 stiindiges Durchleiten mit Kohlen- 
oxyd, gaben dann das Ferment zu und bestimmten nach einer 
weiteren halben Stunde, wahrend der die Lésung in einer Kohlen- 
oxydatmosphare belassen wurde, die Purpurogallinzahl. Wir er- 
hielten vollkommen identische Ergebnisse mit gleichzeitig an- 
gestellten Kontrollversuchen ohne Kohlenoxyd. 

Die bei diesen beiden Verfahren anzuwendenden Versuchs- 
bedingungen sind nicht besonders giinstig fiir die Auffindung der 
in Frage stehenden Hemmung der Peroxydase durch Kohlenoxyd. 
Die Konzentration an Hydroperoxyd betrigt im Ansatz nach 
R. Willstatter und A. Stoll etwa 0,7-10-%, im Ansatz nach 
R. Kuhn und Mitarbeitern sogar 2-10-%. Nach O. Warburg?) 
ist beim Atmungsferment der Quotient CO/O, fiir die Hemmung 
durch Kohlenoxyd maBgebend. Bei der Atmung der Hefe findet 
O. Warburg eine 50°/,ige Hemmung, wenn der Quotient 10 ist; 
D. Keilin?) findet die gleiche Hemmung der Indophenoloxydase 
der Hefe bei CO/O, = 13, fiir die Oxydase aus Herzmuskel 
CO/O, = 6, fiir die Polyphenoloxydase aus Kartoffel CO/O, = 1,5. 
R. Kuhn und Mitarbeiter haben ebenso wie wir mit Lésungen 
gearbeitet, die mit Kohlenoxyd von Atmosphirendruck gesiattigt 
waren. Die Kohlenoxydkonzentration betrigt also, der Léslich- 
keit des Gases in Wasser entsprechend, etwa m/1000, sie ist dem- 
nach nur etwa ebenso groB wie die des Hydroperoxyds, der Quo- 
tient CO/H,O, ist 1. Wenn man ahnliche Verhaltnisse wie beim 
Warburgschen Atmungsferment auch fiir die Peroxydase voraus- 
setzen will, bedeutet das, daB man eine Kohlenoxydhemmung 
mit der Methode von R. Willstaétter und A. Stoll nicht mehr 
wiirde messen kénnen, viel weniger noch mit der von R. Kuhn 
und Mitarbeitern angegebenen Modifikation. Es wire erforderlich, 
den Quotienten CO/H,O, mindestens auf 5 zu bringen. Hierfiir 
stehen zwei Wege zur Verfiigung: 

1. Erhéhung der Kohlenoxydkonzentration, 

2. Erniedrigung der Hydroperoxydkonzentration. 

Da uns geeignete DruckgefiBe nicht zur Verfiigung standen, 
haben wir den zweiten Weg eingeschlagen. Die beiden bisher er- 
wihnten Bestimmungsmethoden erlauben keine Anderung der 


1) A. a. O. 
*) Proc. of the Roy. Soc. B. 104, 206 (1929). 
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Hydroperoxydkonzentration im erforderlichen AusmaB, da die 
quantitative Erfassung der Aktivitét sonst gestoért wird. Wir 
haben daher die von R. Willstaétter und H. Weber?) beschrie- 
bene Malachitgriinmethode benutzt, bei der die bendtigte Hydro- 
peroxydkonzentration nur etwa 0,7-10-+ betrigt; der Quotient 
CO/H,O, wird also in mit Kohlenoxyd gesittigter Loésung 14. 
Auch bei Anwendung dieser Bestimmungsmethode lieB sich keiner- 
lei Einwirkung von Kohlenoxyd erkennen. 

Leider kann fiir die Bestimmung der Aktivitét der Milch- 
peroxydase die Malachitgriinmethode nicht herangezogen werden, 
da das Ferment bei dem erforderlichen niedrigen px nicht aktiv 
ist. Versuche mit der Methode von R. Willstatter und A. Stoll 
haben jedoch auch hier keine Anzeichen fiir einen EinfluB von 


Kohlenoxyd erbracht. 
Versuche. 


Unsere Versuche wurden mit dem gleichen Priaparat von 
Meerrettichperoxydase durchgefiihrt, das von H. Wieland und 
H. Sutter vor 8 Jahren verwendet worden war. Die Wirksam- 
keit hatte in dieser Zeit von P.Z. 275 auf P.Z. 185 abgenommen. 
Die verwendete Milchperoxydase wurde vor einigen Monaten 
nach der Methode von A. Elliott?) hergestellt. Ihre urspriing- 
liche Aktivitét war P.Z. 2,2; da das Praparat einige Zeit bei Raum- 
temperatur aufbewahrt worden war, war die Wirksamkeit auf 
P.Z. 0,76 gesunken. Fir alle Zwecke wurde zweimal destilliertes 
Wasser verwendet. Kohlenoxyd wurde fiir alle unsere Versuche 
aus Ameisensiure und konzentrierter Schwefelsiure hergestellt; es 
wurde in einem groBen Gasometer aufbewahrt und vor dem Ge- 
brauch mit 30°/,iger Natronlauge und Wasser gewaschen. Wasser- 
stoff wurde im Kipp aus Zink und Salzsaéure hergestellt. Er 
wurde mit 50°/,iger Kalilauge, 2 Waschflaschen gesattigter Kalium- 
permanganatlésung und Wasser gewaschen. Stickstoff wurde aus 
einer Bombe entnommen, mit Kaliumpermanganat und Wasser 
gewaschen. Luft wurde mit einer Saugpumpe durch die Ferment- 
lésung gesaugt, nachdem sie durch ein Wattefilter, 2 Wasch- 
flaschen mit Kaliumpermanganat und Wasser gereinigt war. 


Versuche nach R. Kuhn, D. Hand und M. Florkin. 


Bei der Beschreibung ihrer Methode scheint den Autoren ein 
Fehler unterlaufen zu sein; die von ihnen fir die Bestimmung 


1) Liebigs Ann. 449, 167 (1926). 
2) A.a. O. 
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angegebene Fermentmenge, 0,008—0,02 P.E. ist nach unserer 
Beobachtung zehnmal zu groB. 

Wir stellten uns eine Vorratsl6sung von Meerrettichperoxydase 
her, die 5 mg unseres Praparates in 100 ccm Wasser enthielt, das 
sind 0,0067 P.E./eem. Jeden Tag wurden 4 ccm von dieser Lésung 
auf 50 ccm verdiinnt, die verdiinnte Lésung enthielt also 
0,00053 P.E./eem. (Die Aktivitét der verdiinnten Lésung nahm 
im Verlauf einiger Tage rasch ab, wiahrend sich die der stiirkeren 
in einer Woche kaum 4anderte.) 

AuBer der von uns vorgenommenen Korrektur der Ferment- 
menge haben wir uns genau an die Vorschrift von R. Kuhn, 
D. Hand und M. Florkin gehalten; 2,5 cem der verdiinnten 
Fermentlésung (0,0013 P.E.) wurden in 87 cem Wasser gegeben, 
dazu 10 ccm <Acetatpuffer px = 6,0. Durch die Lésung wurde 
1 Stunde lang ein Gasstrom geleitet. Dann wurden 0,5 g Pyro- 
gallol und 8,4 mg Hydroperoxyd in 1 ccm Wasser zugegeben und 
die Zeit bestimmt, nach der die Versuchslésung mit der von 
R. Kuhn und Mitarbeitern angegebenen Vergleichslésung gleiche 
Farbstarke erreicht hat. Colorimeter nach Dubosq. 























Tabelle 1. 
Kontrolle (ohne Gas) H, N, Luft 
Minuten 3,5 3,8 3,8 4,4 8,2 8,3 8,3 9,9 
Hemmung — 53 53 5361 
(°/o) 


Tab. 2 vergleicht in derselben Weise die Einwirkung von 
Kohlenoxyd und Stickstoff. Die Versuche mit Kohlenoxyd wurden 

















Tabelle 2. 
lcem Ferment 2ccm Ferment 
Zeit | Hemmung Zeit Hemmung 
in Min. | in % in Min, in *f, 
Kontroll- 5,6 6,3 | a 3,0 3,6 ai 
versuch 5,6 6,1 | 4,0 3,5 
r 12 51 7,0 6,3 , ; 
N, 24*) | 75") 93 53 (im Mittel) 
11,5 49 5,4 7,0 : , 
Co 14.5 | 59 73 75 49 (im Mittel) 











*) Bei diesem Versuch strémte der Stickstoff etwa dreimal so rasch 
als bei den iibrigen Versuchen der Tabelle. 


4* 
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solange als moglich in volliger Dunkelheit gehalten, die Kohlen- 
oxydatmosphare auch wahrend der Messung beibehalten. 1 und 
2 ccm Fermentlésung. 

Ein ahnlicher Schiitteleffekt wird in der Dissertation von 
H. Sutter  beschrieben: 

Der normale P.Z.-Ansatz (nach R. Willstétter und A. Stoll) 
wurde nach Zugabe des Ferments, aber ohne Pyrogallol und Hydro- 
peroxyd an der Wasserstrahlpumpe langere Zeit evakuiert; mit 
einer Capillare wurden hierbei verschiedene Gase durch die Lésung 
geleitet. Hierauf wurde die Purpurogallinzahl bestimmt. 








Tabelle 3. 
Zeit 
in Minuten P. Z. Gas 
100 190 | Stickstoff 
160 137 % 
170 200 Sauerstoff 
180 153 Luft 
= 275 —_ 








Zur Vermeidung des Schiitteleffektes wurde die Mischung von 
Puffer und Wasser vor Zugabe des Fermentes durch 20 Minuten 
langes Durchleiten mit Kohlenoxyd gesattigt; hierauf wurde Fer- 
ment zugegeben und die Lésung wihrend einer Stunde in einer 
Kohlenoxydatmosphire stehen gelassen. Dann wurde ihre Akti- 
vitit bestimmt. Vergleichsversuche wurden durchgefiihrt, in 
denen Kohlenoxyd durch Stickstoff ersetzt war. Diese Versuche 
sind in Tab. 4 zusammengestellt. Tab. 4a zeigt Versuche, die in 


























Tabelle 4. Tabelle 4a. 
lccm Ferment 1,5 ccm Ferment 2ccem Ferment 

, . | Hem , _ ia un : . | Hemmung 

in Min. a in Min. in 8} in Min. | in, 
Kontroll-{| 6,3 66) — 3,8 = 30 36; — 
versuch }} 6,0 6,3 — 3,6 -— 3,5 4,0. ~- 
x, ff 80 21 5,2 29 3,6 | — 

“2 yo 73 | 14 6,0 38 | 

7,8 | 19 4,8 23 3,0 | — 
CO 7,0 10 5,5 33 3,7 — 
8,3 14 -- — 3,7 — 
| 8,6 17 _— = 4,3 —— 
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der gleichen Weise durchgefiihrt sind; hier ist jedoch die Aktivitiats- 
bestimmung unmittelbar nach Zugabe des Fermentes erfolgt. 

























Versuche mit der Methodevon R. Willstatter und A. Stoll. 


Meerrettichperoxydase. 2,0 Liter Wasser wurden durch 
Istiindiges Einleiten mit Kohlenoxyd gesittigt. Dann wurden 
0,15 mg unseres Priparates zugegeben und die Lésung verschieden 
lange Zeiten (10 und 30 Minuten) im Dunkeln stehen gelassen. 
Hierauf wurden 5 g Pyrogallol zugegeben und die Reaktion durch 
Kintragen von 10 ccm 0,50°/,igem Hydroperoxyd in Gang ge- 
bracht; 20,0°. Nach 5 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe 
von 50 ccm verdiinnter Schwefelsiure unterbrochen, das _ ge- 
bildete Purpurogallin ausgeithert und im Atherextrakt colori- 
metrisch bestimmt. Vergleichslésung: 0,100 g Purpurogallin in 
1000 cem Ather. 








Tabelle 5. 
Zeit Purpurogallinzahl 
in in. mit CO | ohne CO — 
10 132. | 134 
30 125 | 126 





Milchperoxydase. Gleiche Versuchsanordnung wie bei 
_ Meerrettichperoxydase. Nach Zugabe des Fermentes stehen die An- 
f sitze jeweils 10 Minuten. Versuche mit 12,5 und 25 mg Ferment. 

















Tabelle 6. 
Purpurogallinzahl 
mg —_- 
mit CO | ohne CO 
12,5 0,73 | 0,73 
25,0 0,76 | 0,79 





Versuche mit der Malachitgriinmethode. 


Die Versuche wurden genau nach den Angaben von R. Will- 
statter und H. Weber durchgefiihrt. Die Versuchslésung (100cem) 
wurde vor Zugabe des Natriumacetats, des Hydroperoxyds und 
des Fermentes wahrend 20 Minuten mit Kohlenoxyd gesittigt. 
Dann wurden die Reagenzien zugegeben und die Lésung wihrend 
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der Reaktionsdauer im Dunkeln in einer Kohlenoxydatmosphire 
gelassen; 20°, Versuche mit 0,15 und 0,25 mg Meerrettichper- 


oxydase. 














Tabelle 7. 
Ferment Malachitgriinzahl 

in mg mit CO | ohne CO 
0,15 9,7 9,4 
0,15 8,9 9,2 
0,25 8,9 9,2 
0,25*) 8,2 7,9 
0,25") ~ 8,7 








*) Fermentlésung 1 Tag alt. 


Zusammenfassung. 


1. Die von R. Kuhn, D. Hand und M. Florkin beschrie- 
bene Hemmung der Peroxydase durch Kohlenoxyd beruht nicht 
auf einer Affinitét der aktiven Gruppe zu Kohlenoxyd, sondern 
auf einer unspezifischen Schiittelinaktivierung. Die gleiche Hem- 
mung wie durch Kohlenoxyd wird auch durch Stickstoff, Luft 
und Wasserstoff erreicht. 

2. Bestimmt man die Aktivitaét der Peroxydase in mit Kohlen- 
oxyd gesittigter Ldsung unter Ausschaltung einer Schiittel- 
wirkung, so kann man mit der Methode von R. Willstatter 
und A. Stoll keine Hemmung durch Kohlenoxyd feststellen. 

3. Sogar bei einem Quotienten CO/H,O, = 14, der bei An- 
wendung der Malachitgriinmethode von R. Willstatter und 
H. Weber erreicht werden kann, tritt keine Hemmung der Per- 


oxydasewirkung ein. 


Herrn Geheimrat Prof. H. Wieland méchten wir fiir das 
fordernde Interesse danken, das er unserer Arbeit entgegen- 


gebracht hat. 














Uber die Isomerisierung verschiedener Ergosterinderivate 
mit Chlorwasserstoff. 


Von 


K. Dithmar und Th. Achtermann. 


(Aus dem Allgem.-chemischen Universitaitslaboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Dezember 1931.) 


Seitdem von Windaus?) festgestellt wurde, daB das anti- 
rachitisch wirksame Bestrahlungsprodukt des Ergosterins diesem 
isomer ist, haben er und seine Mitarbeiter zahlreiche Methoden 
entwickelt, Isomere des Ergosterins darzustellen, um so méglicher- 
weise auf chemischem Wege zu einem antirachitisch wirksamen 
Produkt zu gelangen. 

Diese Methoden, die in den letzten Jahren an verschiedenen 
Stellen der Literatur beschrieben*) wurden, sind vor kurzer Zeit 
in Liebigs Ann. von Windaus?), Dithmar, Murke und Suck- 
fill zusammenfassend behandelt worden. Die vorliegende Unter- 
suchung soll diese Arbeit erginzen und ihre Ergebnisse sicherstellen. 

Die durch Umlagerung gewonnenen Isomeren und Derivate 
des Ergosterins wurden*) nach ihren chemischen Higenschaften 
in drei Hauptgruppen eingeteilt, deren charakteristische Merkmale 
wir hier kurz wiederholen. 

Die erste Gruppe umfaBt die Alkohole, die mit Digitonin 
wnlésliche Additionsprodukte bilden. Durch katalytische Per- 
hydrierung werden sie simtlich in den gesittigten Alkohol Ergo- 
stanol C,,H,,0 iiberfiihrt. Sie haben also das gleiche Kohlenstoff- 
geriist wie Ergosterin. 

Kine zweite Gruppe bilden die mit Digitonin unfallbaren 
epi-Isomeren der Ergosterinreihe. Sie entstehen aus den Alkoholen 

1) Liebigs Ann. 465, 157 (1928). 

2) Liebigs Ann. 472, 192 (1929); 481, 126 (1930); 477, 272 (1930); 472, 
185 (1929); 488, 92 (1931); W. Stoll, Diese Z. 202, 232 (1931). 

8) Liebigs Ann. 488, 92 (1931). 
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der ersten Gruppe beim Erhitzen mit Natriumithylat (bei dieser 
Reaktion stellt sich zwischen fallbarem und unfallbarem Alkoho! 
ein Gleichgewicht ein). — Die katalytische Perhydrierung dieser 
Ergosterinabkémmlinge fihrt zum epi-Ergostanol, das sich vom 
Ergostanol durch die sterische Anordnung von Wasserstoff und 
Hydroxy] an der sekundéren Alkoholgruppe unterscheidet; beide 
Alkohole geben bei der Oxydation das gleiche Keton. 

Die dritte Gruppe umfaBbt Isomere, die weder fallbar sind 
noch sich durch Erhitzen mit Natriumathylat in fallbare Alkohole 
zurickverwandeln lassen. Hierher gehoren auBer den Bestrahlungs- 
produkten die sogenannten u-Stoffe. Sie entstehen, wenn man die 
Stoffe der ersten Gruppe mit fein verteiltem Nickel erhitzt. Sie 
liefern bei der katalytischen Hydrierung das geséttigte u-Ergostanol, 
das weder mit Ergostanol noch mit epi-Ergostanol identisch ist - 
und sich bisher nicht in diese iiberfiihren lieB. 

Die Isomerisierung von Ergosterin mit Chlorwasserstoff ist 
in den letzten Jahren von verschiedener Seite untersucht worden.!) 
Das Wesen der Reaktion scheint darin zu bestehen, daB entweder 
Doppelbindungen im Molekiil verschoben werden oder daB cis- 
trans-Verlagerung an einer Doppelbindung der Seitenkette erfolgt. 

Reindel!) sowie auch Heilbron?) und ihre Mitarbeiter stellten 
aus Ergosterin mit Chlorwasserstoff verschiedene Isoergosterine 
dar. Sie hydrierten diese zu (allo-«)-Krgostanol. Indessen hatten 
diese Autoren, wie wir heute wissen, keine einheitlichen Isoergo- 
sterine in Handen. 

Es erschien uns deshalb notwendig, die Perhydrierungs- 
versuche wieder aufzunehmen, um auf Grund gréBeren Versuchs- 
materials festzustellen, ob die Chlorwasserstoffumlagerung grund- 
sitzlich in der bisher angenommenen Weise verliuft. Noch wichtiger 
erschien uns die Frage, ob durch Umlagerung von Ergosterin 
dargestellte Derivate weiter mit Chlorwasserstoff umzulagern 
waren, zumal es im Interesse der Vitaminforschung liegt, modglichst 
viele Isomere darzustellen. 

Wir konnten feststellen, da aufer Ergosterin die ver- 
schiedensten Isomeren und Derivate dieses Sterins mit Chlor- 
wasserstoff umgelagert werden. Es entstehen indessen, wie beim 
Ergosterin und Ergosterin D gezeigt?) wurde, nebeneinander 
mehrere Isomere, deren Trennung durch Fraktionierung wegen der 


1) Literaturverzeichnis: Liebigs Ann. 488, 94 (1931). 
2) Liebigs Ann. 488, 91 (1931). 
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Mischkrystallbildung oft nicht mdéglich ist. ErfahrungsgemaB ist 
die Neigung hierzu bei den Ketonen geringer. 

Aus Sterinalkoholen entstehen wasserstoffirmere Ketone durch 
oxydierende Mittel. Zu Ketonen mit dem gleichen Gehalt an 
Kohlenstoff und Wasserstoff kommt man!), wenn man die Alkohole 
mit fein verteiltem Nickel auf Temperaturen tiber 200° erhitzt. 
Das bei der Dehydrierung der sekundiéren Alkoholgruppe frei- 
werdende Molekil Wasserstoff sittigt eine Doppelbindung ab. 
So bilden sich aus Ergosterin?) nebeneinander ein Keton der ersten 
Gruppe, das durch Hydrierung der Carbonylgruppe in das mittels 
Digitonin fallbare Dihydroergosterin I iibergeht, und eines der 
dritten Gruppe, das u-Ergostadienon, das zum u-Ergostadienol 
hydriert werden kann. 

Dehydriert man Ergosterin zunichst zu Dehydroergosterin 
und erhitzt dieses mit Nickel, so erhélt man nach der Hydrierung 
der beiden hierbei gebildeten Ketone zwei dem Ergosterin isomere 
Alkohole, das fallbare Ergosterin D und das unfillbare u-Ergo- 
statrienol. 

Wir gelangten zu neuen Isomeren des Ergosterins, indem 
wir diese Umlagerungsmethode auf der Stufe der Ketone durch 
eine Isomerisierung mit Chlorwasserstoff erweiterten. 

Wir konnten so Ergostatrienon D in ein isomeres Keton 
verwandeln, das Ergostatrienon B, genannt sei. Durch Hy- 
drierung der Carbonylgruppe geht dieses Keton in das kiirzlich 
beschriebene Ergosterin B, tiber, das direkt aus Ergosterin und 
Chlorwasserstoff entsteht. Zwei Doppelbindungen von Ergosterin B, 
sind katalytisch leicht hydrierbar; bei deren Absattigung entsteht, 
wie auch aus Ergosterin D, das «-Ergostenol. Die Perhydrierung 
fihrt zu Ergostanol. Die schwer hydrierbare Ergostenoldoppel- 
bindung liegt also im Ergosterin B, vor oder entsteht durch Auf- 
lésung einer Konjugation. 

Zu analogen Verhaltnissen kommt man in der Dienolstufe, 
wenn man das durch Nickelumlagerung aus Ergosterin gewonnene 
Ergostadienon I mit Chlorwasserstoff behandelt. Es entsteht ein 
neues isomeres Keton, das Ergostadienon III. Dieses geht 
durch Hydrierung der Carbonylgruppe in ein isomeres Dihydro- 
ergosterin, das Dihydroergosterin III tber. Die katalytische Hy- 
drierung dieses Alkohols fiihrt tiber a«-Ergostenol zum (allo-«)- 





') Liebigs Ann. 453, 101 (1927). 
2) Liebigs Ann. 472, 185 (1929). 
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Ergostanol. Auch hier liefern Ergostadienon I und Ergostadienon II] 
ebenso wie Ergostatrienon D und Ergostatrienon B, denselben ge. 
sittigten Alkohol, Ergostanol. Zur Erlaiuterung sei eine Skizze 


eingefiigt. 
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Weiterhin haben wir unsere [somerisierungsversuche auch auf 
Stoffe der dritten Gruppe ausgedehnt. Wir konnten dabei fest- 
stellen; daB auch u-Ergostatrienon unter dem Einflusse von Chlor- 
wasserstoff umgelagert wird. Das so gewonnene u-Ergostatrienon B 
lieferte uns einen neuen, dem Ergosterin isomeren Alkohol. u-Ergo- 
statrienol B zeigt noch die Eigenschaften eines u-Stoffes; er ist 
unfallbar mit Digitonin und geht unter Aufnahme von 8 Mol 
Wasserstoff in den gesattigten Alkohol u-Ergostanol iiber. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen sich dahin zu- 
sammenfassen: Alle untersuchten ungeséttigten Ergosterinab- 
kémmlinge werden durch Chlorwasserstoff umgelagert. Aus den 
Umlagerungsprodukten entsteht bei der Perhydrierung derselbe 
gesiittigte Alkohol, den auch der nicht umgelagerte Stoff normaler- 
weise liefert. Ks kann sich also bei der Chlorwasserstoffumlagerung 
nur um eine Verschiebung von Doppelbindungen oder um eine 
cis-trans-Verlagerung an einer solchen handeln. Die Alkohole der 
fillbaren Reihe mit mehr als einer Doppelbindung liefern, soweit 
untersucht, alle als Zwischenprodukt bei der Perhydrierung das 
a-Ergostenol. Das ist bemerkenswert, da das «-Ergostenol durch 
Chlorwasserstoff selbst isomerisiert wird.+) 


1) Reindel, Liebigs Ann. 466, 131 (1928). 
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Die Ketone werden durch Natrium und Athylalkohol nur an 
der Carbonylgruppe hydriert, also ist die @,8-Stellung einer Doppel- 
bindung zur Carbonylgruppe unwabhrscheinlich. In diesem Zu- 
sammenhange sei erwihnt, daB auch Ergosterin Bz, obwohl es 
quantitativ mit Maleinsaéureanhydrid reagiert, also offenbar kon- 
jugierte Doppelbindungen hat, mit Natrium und Alkohol nicht 
hydrierbar ist. Indessen sind mehrere solche Fille bekannt. Er- 
wihnenswert ist ferner, daB die Ergosterine B,, B,, B, Dehydro- 
ergostenol'), u-Ergostatrienol B und auch die mit Chlorwasser- 
stoff dargestellten Ketone eine ausgepriigte Absorption bei 248 my 
zeigen. 
Versuchsteil. 
1. Ergostatrienon D und Chlorwasserstoff. 

Durch eine Lésung von 1 g Ergostatrienon D in 15 ccm Chloro- 
form (absol.) wird 2 Stunden lang ein lebhafter Strom von trocknem 
Chlorwasserstoff geleitet. Man dampft dann die Lésung auf dem 
Wasserbad zur Trockne ein, nimmt den Riickstand in wenig 
absolutem Athylalkohol auf und dampft die Lésung zur vollstiin- 
digen Entfernung des Chloroforms nochmals im Vakuum ein. Zur 
Trennung von Spuren einer schwer ldslichen Verunreinigung ver- 
rihrt man den Rickstand mit wenigen Kubikzentimetern ab- 
soluten Alkohols, erwarmt kurz bis die Hauptmenge geldst ist und 
filtriert. Aus dem Filtrat krystallisiert nach dem LEinengen 
Ergostatrienon B, in verfilzten Nadeln. Nach wiederholtem 
Umkrystallisieren zunichst aus Athylalkohol und schlieBlich aus 
Ather-Methylalkohol erhalt man breite Nadeln vom Schmelz- 
punkt 149—150°. 

Das so gebildete Ergostatrienon B,?) ist leicht léslich in Ather, 
Aceton und Athylalkohol, etwas schwerer léslich in Methylalkohol; 
die Farbenreaktion nach Liebermann-Burchard ist positiv. 
Das Absorptionsspektrum zeigt ein Maximum bei 248 muy. 


1) Liebigs Ann. 481, 126 (1930). 

*) Nimmt man die Umlagerung von Ergostatrienon D in einer Eiskochsalz- 
kiltemischung vor, vermeidet jedes Erhitzen und neutralisiert sofort bei der 
Aufarbeitung des Rohmaterials mit Natriumbicarbonat, so erhalt man ein 
Gemisch von Ergostatrienon B, mit einer stirker links drehenden Verbindung. 
Hydriert man dieses Ketongemisch mit Natrium und Athylalkohol, so kann 
man das Alkoholgemisch durch Behandlung mit Maleinséureanhydrid trennen 
(Ber. chem. Ges. 64, 850 (1931)]. Der Alkohol aus der stark links drehenden 
Komponente addiert quantitativ Maleinsiéure und kann nach der Verseifung 
als Dicarbonséure abgetrennt werden. Das weiter unten beschriebene Hy- 
drierungsprodukt von Ergostatrienon B, befindet sich im Neutralteil. 
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Absorptionskoeffizient = 2,09 fiir eine 0,02°/,ige Lésung. 
4,940 mg Substanz gaben 15,450 mg CO,, 4,69 mg H,0O. 
Cy,HyO Ber. C 85,19°/, H 10,60°/, 


Gef. ,, 85,30 » 10,62 
0,0214 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
1=1dm, a =— 0,616, [«]}® —— 57,5°. 


Oxim: 80 mg Ergostatrienon B, wurden in absolutem Alkohol 
gelést und mit der filtrierten alkoholischen Lésung von 0,2 g Hydr. 
oxylaminhydrochlorid und 0,2 g Kaliumacetat versetzt. Nach drei- 
stiindigem Kochen krystallisierte das Oxim aus der eingeengten 
Lésung in kleinen Nadeln. Die Substanz schmolz nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren aus Athylalkohol zwischen 187° und 191° 
unter Zersetzung. 

Cy,H,ON Ber. N 354%, — Gef. N 3,55, 

(5,380 mg: 0,166 com N, 21°, 754 mm Hg). 


Hydrierung des Krgostatrienons B,. 


0,6 g reines Keton wurden in absolutem Athylalkohol gelist 
und in der Siedehitze 2,5 Stunden mit Natrium hydriert. Die 
Reaktionsfliissigkeit wurde heiB in Wasser gegossen, mit Ather 
ausgeschiittelt und der Riickstand aus Ather-Methylalkohol un- 
krystallisiert. Nach der Destillation im Hochvakuum schmilzt 
Ergostatrienol B, bei 148°, es krystallisiert aus wasserfreien 
Lésungsmitteln in Nadeln, aus wasserhaltigen in Blaéttchen. Der 
Alkohol ist leicht léslich in Chloroform, Ather und Aceton, schwerer 
léslich in Methylalkohol. Die Farbenreaktion mit Antimonchlorid 
ist negativ. 

0,0252 g Substanz, 2 ccm Chloroform, 

1=1dm, « =— 0,535, [o]}° =— 42,5°. 

Das Ultraviolettspektrum zeigt ein Maximum bei 248 my, Absorptions- 
koeffizient = 1,71 fiir eine 0,02°/,ige Lésung. 

Acetat: 0,1 g Ergosterin B, wurde mit Essigsiureanhydrid 
in das Acetylderivat verwandelt. Dieses krystallisierte aus 
Methylalkohol in glinzenden Blattchen vom Schmelzp. 140°. 
Die Verseifung liefert den Alkohol mit den angegebenen Kon- 
stanten zuriick. 

4,651 mg Substanz gaben 14,030 mg CO,, 4,32 mg H,0. 


CyoH,40, Ber. C 82,019/, H 10,60°/, 
Gef. ,, 82,27 » 10,39 


0,0289 g Substanz, 2 cem Chloroform. 
1=1dm, « =— 0,790; [a]}® = —- 54,7°. 
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Isomerisierung verschiedener Ergosterinderivate mit Chlorwasserstoff. 6] 


Das aus Ergostatrienon D durch Umlagerung und Hydrierung 
gewonnene Ergosterin B, wurde mit dem aus Ergosterylacetat 
und Chlorwasserstoff erhaltenen verglichen. Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt der Alkohole und Acetate, Drehung der 
Alkohole und Acetate und die Absorptionsspektren der Alkohole 
stimmen genau iiberein, so daB an der Identitaét der beiden Ver- 
bindungen kein Zweifel ist. 


Katalytische Perhydrierung: 0,5 g Ergosterin B,-acetat 
wurden 5 Stunden in Eisessiglésung mit Platin und Wasserstoff 


seschiittelt. Nach der Reaktivierung des Katalysators wurde die 
 Lésung weitere 15 Stunden unter Zusatz von 1 ccm Salzsiure 
- bei 65° mit Wasserstoff behandelt. Das Reaktionsprodukt war 


in Schmelzpunkt, Drehung und Mischschmelzpunkt mit (allo-«)- 
Ergostanolacetat identisch. Durch vorsichtige katalytische Hy- 


_ drierung bei Zimmertemperatur konnte in einem zweiten Versuch 
| Ergosterin B,-acetat zu 80°/) in «-Ergostenolacetat iibergefiihrt 
werden. 


2. Ergostadienon I und Chlorwasserstoff. 


2 g Ergostadienon I wurden in 20 ccm Chloroform 2 Stunden 


' mit Chlorwasserstoff behandelt. Nach der oben beschriebenen 
| Aufarbeitung hinterblieb ein isomeres Keton, das leicht in Chloro- 
| form, Ather und Aceton, schwerer in Athylalkohol léslich war. 
| Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Athylalkohol bildete es 
feine Nadeln, die bei 114° schmolzen. Das Keton soll als Ergosta- 
| dienon III bezeichnet werden. 


5,021 mg Substanz gaben 15,620 mg CO,, 4,93 mg H,0. 
Cy,H,,0 Ber. C 84,74°/, H 11,07°/, 


Gef. ,, 84,89 » 10,96 
0,0215 mg Substanz, 2 ccm Chloroform, 
1=1dm, « = - 0,055, [a]}* —— 5,1°. 


Oxim: 0,16 g des Ketons wurden 38 Stunden mit der fil- 
trerten Losung von 0,2 g Hydroxylaminhydrochlorid und 0,2 g 
wasserfreiem Natriumacetat in 5cem Athylalkohol (absolut) 
gekocht. Nach dem Erkalten krystallisierte ein Oxim, das aus 
Alkohol umkrystallisiert schlieBlich bei 192—1938° unter Zersetzung 
‘chmolz. Die Krystalle sind verfilzte Nadeln, die zuerst mit etwas 
amorpher Substanz vermischt sind. 


6,440 mg Substanz gaben 0,191 ccm N (19°, 751 mm Hg). 
C,,H,,ON Ber. N 3,53°/, Gef. N 3,43°/,. 
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Hydrierung von Ergostadienon III. 


1g Ergostatrienon III wurde in absolutem Athylalkoho! 
gelost und 2 Stunden mit Natrium hydriert. Durch Ausathern 
des Reaktionsgemisches wurde der entstandene Alkohol, das 
Dihydroergosterin III, gewonnen. Er krystallisiert aus Athy]. 
alkohol in Blattchen vom Schmelzp. 122°, ist leicht léslich in 
Chloroform, Ather, Aceton und warmem Athylalkohol, schwerer 
léslich in Methylalkohol. 

0,0201 g Substanz, 2 ccm Chloroform, 

1=1dm, « =— 0,167, [«]}& = - 16,7°. 

Der Alkohol gibt sein Krystallwasser nur schwer ab und liefert 
daher, selbst wenn er im Hochvakuum getrocknet ist, schlechte 
Analysenwerte. Die Formel wird durch das Acetylderivat festgelect. 


Acetat: Dieses wurde in der iiblichen Weise dargestellt und 
krystallisierte aus Methylalkohol in schimmernden Blattchen vom 
Schmelzp. 108°. Durch Verseifung wird der Alkohol zuriick- 
gewonnen. 

0,0224 g Substanz, 2 ccm Chloroform, 

1=1dm, « = - 0,283, [a] = - 25,3°. 
4,633 mg Substanz gaben 13,870 mg CO,, 4,50 mg H,0O. 
CogHyg0, Ber. C 81,629/, H 10,88°/, 
Gef. ,, 81,65 »» 10,87 

Dieses Acetat ist augenscheinlich mit dem Acetat des /-Di- 
hydroergosterins identisch, das Heilbron!) aus dem Acetat des 
Dihydroergosterins I mit Chlorwasserstoff bereitet hat und dessen 
Einheitlichkeit von de Boe?) bestritten wird. 


Katalytische Perhydrierung von Dihydroergosterin III. 

0,5 g Dihydroergosterin III-acetat wurden in Eisessig gelést 
und 15 Stunden bei 65° mit Platin und Wasserstoff unter Zugabe 
von 1 cem Salzséure geschiittelt. Nach dem Abdampfen des His- 
essigs krystallisierte der zunachst dlige Riickstand. Nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren aus Ather-Methylalkohol wurde (allo-a)- 
Ergostanolacetat gewonnen. 

Durch 4stiindiges Hydrieren bei Zimmertemperatur ohne 
Zugabe von Salzséure konnte das Acetat fast quantitativ in 
a-Ergostenolacetat tbergefiihrt werden. 





1) J. Chem. Soc. 1929, 2253. 
2) Bull. Acad. roy. Méd. Belg., Juni 1930. 
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3. Einwirkung von Chlorwasserstoff auf u-Ergostatrienon. 


3g u-Ergostatrienon wurden in der iiblichen Weise zwei 
Stunden mit Chlorwasserstoff behandelt. Die Chloroformlésung 
wurde auf 100 ccm verdiinnt und mit waBriger Natriumbicarbonat- 
lésung durch wiederholtes Umschiitteln neutralisiert. Nach dem 
vélligen Abdampfen des Chloroforms im Vakuum wurde der Riick- 
stand aus Athylalkohol umkrystallisiert. Das entstandene u-Er- 
gostatrienon B krystallisierte in Nadeln vom Schmelzp. 120°. Es 
ist leicht léslich in Chloroform, Ather und Aceton, etwas schwerer 
léslich in Athylalkohol. 

4,652 mg Substanz gaben 14,490 mg CO,, 4,55 mg H,0. 

C.;H,,O Ber. C 85,19°/, H 10,60°/, 


Gef. .,, 84,95 » 10,94 
0,0204 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
l1=1dm, « =— 0,501, [«]}® = - 49,1°. 


Das Absorptionsspektrum zeigt ein sehr hohes Maximum bei 248 mu. 
Absorptionskoeffizient = 2,57 fiir eine 0,02°/,ige Lésung. 


Oxim: 0,07 g des Ketons wurden in der oben beschriebenen 
Weise mit Hydroxylaminhydrochlorid umgesetzt. Die Substanz 
krystallisierte in Nadeln vom Schmelzp. 166—168°. 

CyHyON Ber. N 3,549/,  Gef. N 3,53°/, 

(3,655 mg: 0,111 cem, 18°, 755 mm.) 


Einwirkung von Natrium und Athylalkohol 
auf u-Ergostatrienon B. 

1,5 g des Ketons wurden in absolutem Alkohol 2 Stunden 
mit Natrium behandelt. Das in der iiblichen Weise erhaltene 
Hydrierungsprodukt krystallisierte aus Athylalkohol und Methy]- 
alkohol in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 163—164°. Der Alkohol 
ist in allen organischen Lésungsmitteln leicht ldslich und bildet, 
wie u-Ergostatrienol, mit Digitonin kein unldésliches Additions- 
produkt. 

4,950 mg Substanz gaben 15,330 mg CO,, 4,95 mg H,0. 

C,;HyO Ber. C 84,74°/, H 11,07%, 
Gef. ,, 84,46 o» 41,19. 
0,0308 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
1=1dm, « =- 0,760, [a]i* =— 49,3° 

Die Absorptionsmessung zeigt ein ausgeprigtes hohes Maximum im 
Ultraviolett bei 248 my, Absorptionskoeffizient = 2,60 fiir eine 0,02°/,ige 
Atherlésung. 

Acetat: Das Acetylderivat — in der iiblichen Weise be- 
reitet — krystallisierte aus Methylalkohol in Blittchen vom 
Schmelzp. 128°. 








64 K. Dithmar und Th. Achtermann, Isomerisierung usw. 


4,755 mg Substanz gaben 14,305 mg CO,, 4,56 mg H,0O. 
Cy9Hy,0, Ber. C 82,01°/, H 10,45°/, 


Gef. ,, 82,05 » 10,73 
0,0245 g Substanz, 2 cem Chloroform, 
1=1dm, « = - 0,435, [a])}* =— 35,5°. 


Durch Verseifung wurde das u-Ergostatrienol B  zuriick- 
gewonnen. Das Acetat bildete nach 4stiindigem Erwirmen mit 
Maleinsiiureanhydrid in Benzollésung auf 80° kein Additions- 
produkt. 

Katalytische Perhydrierung: Eime Loésung von 1g 
u-Ergostatrienol-B-acetat in Eisessig wurde 5 Stunden bei Zimmer- 
temperatur auf weitere 15 Stunden bei 65° mit Platin und Wasser- 
stoff geschiittelt. Von dem zuniachst nicht krystallisierten 
Reaktionsprodukt konnte durch Auflésen in wenig Ather und durch 
langsames Eintropfen von Methylalkohol in der Kalte der gréBte 
Teil krystallin gewonnen werden. Das so gewonnene Material 
krystallisiert in kraftigen Nadeln und schmilzt bei 97° Die 
Identitaét mit u-Ergostanolacetat konnte durch Schmelzpunkt, 
Drehung und Mischschmelzpunkt bewiesen werden. 


0,0264 g Substanz, 2 com Chloroform, 
1=1dm, « = + 0,540, [a] *> =-+ 40,9°. 
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Uber die enzymatische Spaltung dehydrierter Peptide. 
Auffindung einer Dehydrodipeptidase. 


Von 
Max Bergmann und Hans Schleich. 
Mit 1 Figur im Text. 


—_——— 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1931.) 


In zwei friiheren Mitteilungen!) haben wir die Frage auf- 
veworfen, ob die physiologische Dehydrierung der EiweiBbausteine 
nur, wie bisher angenommen, nach vollstaéndiger Hydrolyse zu 
Aminoséuren stattfindet, oder ob sie auch schon auf der Peptidstufe 
erfolgen kann. Die experimentelle Behandlung dieses Problems 
leiteten wir durch Synthese dehydrierter Peptide ein, in der 
Absicht zu priifen, ob der Organismus tiber Fermente zur Spaltung 
derartiger Peptide verfiigt. 

Es handelte sich damals um folgende Dipeptide und Tri- 
peptide: 

Glycyl-dehydroalanin (1), 

Glycyl-dehydrophenylalanin (II), 

Glycyl-dehydrophenylalanyl-glycin (III), 

Glycyl-dehydrophenylalanyl-d-glutaminsaure (IV). 

Wir haben jetzt noch ein weiteres ungesittigtes Peptid, das 
Diglyeyl-dehydrophenylalanin (V), synthetisiert, um es zu den 
Untersuchungen heranzuziehen. 


I CH,=C-COOH II C,H,-CH=C-COOH 


| | 
NH: CO-CH,:NH, NH-CO-CH,:NH, 
III C,H;-CH=C:CO-NH:CH,:-COOH 


| 
NH-CO-CH,:NH, 
IV C,H,-CH=C-CO-NH-CH(COOH):CH,-CH,:COOH 


NH-CO-CH,:NH, 
V C,H,-CH=C-COOH 


| 
NH-CO-CH,:NH-CO-CH,:NH, 


1) M. Bergmann, V.Schmitt u. A. Miekeley, Diese Z. 187, 264 
(1930); M. Bergmann u. K. Grafe, Diese Z. 187, 187 (1930). 
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Schon in unseren bereits erwéhnten friiheren Arbeiten haben 
wir die Peptide I—IV auf ihr Verhalten gegen das Ferment- 
gemisch des kaéuflichen Pankreatins untersucht. Nunmehr haben 
wir gereinigte und einheitlichere Fermente auf die ungesiattigten 
Peptide zur Einwirkung gebracht und dabei neue Einblicke in 
die Spezifitat proteolytischer Enzyme gewonnen. 

Wir besprechen zundchst das Verhalten des Glycyl-dehydro- 
phenylalanins (II) gegen Enzyme. Wie schon frither mitgeteilt, 
wird es durch kéufliches Pankreatin gespalten, wobei neben 
Ammoniak und Glykokoll Phenylbrenztraubenséure entstehen. 
Weiterhin haben wir das ungesittigte Dipeptid in seinem Ver- 
halten gegen Dipeptidase tierischer und pflanzlicher Herkunft 
untersucht, gegen Amino-polypeptidase, Carboxy-polypeptidase, 
tryptische Proteinase sowie Pepsin. In allen Fallen haben wir 
keinerlei Hydrolyse feststellen kénnen. Durch besondere Ver- 
gleichsversuche haben wir uns tberzeugt, da8 die von uns ver- 
wendeten Enzympraparate jeweils gegen eines oder einige der 
folgenden Substrate lebhafte Aktivitat entfalteten: Leucyl-glycin, 
Glycyl-phenylalanin, Leucyl-glycyl-glycin, Chloracetyl-l-tyrosin und 
Gelatine. Die Enzyme waren also gegen ihre typischen Substrate 
hochaktiv, aber gegen unser dehydriertes Peptid unwirksam. 
Ebenso unwirksam erwiesen sich enzymhaltige Ausziige aus Hefe, 
Darmschleimhaut, Leber, Magen, Muskel, Gehirn und, was be- 
sondere Hervorhebung verdient, aus Pankreas. Dagegen fanden 
wir hydrolytische Wirksamkeit bei selbsthergestellten Trocken- 
préparaten aus Pankreasdriise, die wir absichtlich in zerkleinertem 
Zustand 1 oder 2 Tage ohne Zusatz konservierender Mittel aui- 
bewahrt hatten, wobei Faulnis eintrat. Wir erklaren deshalb die 
spaltende Wirksamkeit vieler kaéuflicher Pankreatinpraparate aui 
ungesittigte Peptide damit, da8 sie enzymatische Komponenten 
enthalten, die in der lebenden Pankreasdriise nicht in wirksamer 
Form vorhanden sind und erst nachtraglich auftreten. 

Von ganz vortrefflicher Wirksamkeit auf Glycyl-dehydro- 
phenylalanin fanden wir Extrakte aus Schweine- oder Schafniere. 
Wir stellten uns die Frage, ob die hydrolytische Wirksamkeit 
der Nierenausziige durch eines der bekannten, oben genannten 
Enzyme bewirkt wird. Dann ware die fehlende Wirksamkeit der 
Pankreas- und Gehirnausziige auf das ungesittigte Dipeptid durch 
die Anwesenheit von Hemmungskérpern veranlaBt, und diese 
Hemmungskérper mi8ten beim Stehen der Pankreasausziige auf 
irgendeine Weise, z. B. durch die auftretende Faulnis, unwirksam 
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werden. Im Nierenauszug miiBten diese Hemmungskérper von 
vornherein fehlen. 

Wir glauben, da8 unsere Experimente es gestatten, diese 
Méglichkeit auszuschalten. Wir beobachteten nimlich, daB es 
ohne EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit eines Nieren- 
extraktes ist, ob er allein oder in Mischung mit einem Gehirnextrakt 
fir den Hydrolysenversuch angewendet wird. Der Gehirnextrakt 
enthielt reichliche Mengen Dipeptidase, war aber fiir sich allein ohne 
jede Wirksamkeit auf unser Glycyl-dehydrophenylalanin. Waren fiir 
diese fehlende Wirksamkeit des Gehirnextraktes Hemmungskérper 
verantwortlich, so hatte ein Zusatz von Gehirnextrakt den Verlauf 
der Spaltung durch Nierenextrakt hemmend beeinflussen miissen. 

Kin zweiter, andersartiger Versuch bestitigte das Ergebnis 
des ersten. Glycyl-dehydrophenylalanin miBte, wenn seine Hydro- 
lyse im Nierenextrakt durch die bekannte Dipeptidase verursacht 
wire, durch Zusatz von Glycyl-phenylalanin in seiner Spaltungs- 
geschwindigkeit verlangsamt werden. Das ist aber nicht der Fall. 
Der Zusatz ist ohne Wirkung. 

Auf Grund dieser Befunde glauben wir, in der Niere ein 
besonderes, auf die Spaltung ungesittigter Peptide eingestelltes 
Enzym gefunden zu haben, eine Dehydropeptidase.!) Die Rolle 
der Niere im EiweiBstoffwechsel erscheint damit in neuem Licht. 
Wir werden priifen, ob unsere Dehydrodipeptidase bzw. ihr Fehlen 
bei pathologischen Stoffwechselzustinden eine Rolle spielen. 

Was die enzymatische Bereicherung von Pankreas beim 
Stehen und Faulen anlangt, so konnten wir ihre Ursache noch 
nicht vdllig klarstellen. Es scheint, daB die hinzukommenden 
Knzyme aus dem Enzymapparat von Mikroorganismen stammen. 
Priparate aus der frischen Driise bleiben auch nach lingerem 
Aufbewahren in Gegenwart von Toluol unwirksam. Trocken- 
praparate von gefaultem Pankreas geben bei der Extraktion mit 
Glycerin die neue Peptidase kaum an die Lisung ab. Eine langere 
Autolyse in Gegenwart von Toluol liefert dann jedoch wirksame 
Lésungen des Enzyms. Diese langsame Freilegung wiirde mit 
einer Freilegung aus Mikroorganismen durchaus in Hinklang 
stehen. Andererseits hatten wir keinen Erfolg als wir versuchten, 
durch langere Autolyse reinkultivierter definierter Mikroorganismen, 
uémlich von Bae. proteus, Bact. megatherium, Bact. prodigiosum 
und Penicillium comm., eine Enzymlésung zu gewinnen, die 
lehydrierte Peptide spaltet. 





1) Vgl. M. Bergmann u. H. Schleich, Naturw. 18, 832 (1930). 
(1930) 
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Die Bestindigkeit des neuen Enzyms in seinen Glycerin- 
extrakten ist sehr groB. Nach 2wéchentlichem Aufbewahren 
haben wir noch keine Abnahme feststellen kénnen. Gegen Blau- 
siure ist das Enzym sehr empfindlich; schon kleine Zusiatze 
sistieren die hydrolytische Wirkung vollstindig. Damit ist die 
Verschiedenheit von katheptischen Enzymen und von der Ereptase 
von Balls und Kohler’) hinreichend sichergestellt. Zusitze von 
Cystin oder Cystein sind ohne EinfluB auf die Aktivitat. 

Die Herstellung angereicherter Priparate des Enzyms haben 
wir vorerst nicht durchgefiihrt. Darum unterblieb auch die Vor- 
nahme eingehender kinetischer Messungen. Doch haben wir an 
der rohen Enzymlésung die px-Abhangigkeit festgestellt. Ihr 
Verlauf entspricht dem der anderen ereptischen Enzyme. Bei 
pu 7,5 wurde ein Optimum beobachtet. 

Um den Spezifitétsbereich des neuen Enzyms festzulegen, 
priften wir sein Verhalten gegen die verschiedenen, weiter oben 
schon aufgezaihlten dehydrierten Peptide. Glyeyl-dehydroalanin (I) 
wurde erwartungsgemiB von allen unseren Praéparaten gespalten. 
Die Spaltgeschwindigkeit ist annihernd die gleiche wie beim 
phenylierten Peptid (II). Die beiden Tripeptide Glycyl-dehydro- 
phenylalanyl-glycin (III) und Glycyl-dehydrophenylalany]-d-glut- 
aminsiure (IV), die wir erneut*) untersuchten, werden nicht 
gespalten. Hier sitzt die dehydrierte Aminosdéure zwischen zwe! 
anderen, gesittigten Aminoséuren, hat also im Gegensatz zu den 
enzymatisch spaltbaren Peptiden I und II kein freies Carboxy! 
im dehydrierten Baustein. Wir schlieBen aus unseren Versuchen, 
daB unser neues Ferment nur solche dehydrierten Peptide spaltet, 
deren dehydrierter Baustein endstandig ist, d. h. eine freie Carb- 
oxylgruppe am aminierten Kohlenstoffatom enthalt. Fir. das 
Ausbleiben der Spaltung der Tripeptide ist es dabei gleichgiiltig, 
ob die endstindige gesattigte Aminosiure eine Monaminosaure 
(Glycin in III) ist, oder eine Aminodicarbonsiure (Glutaminsaure 
in IV). 

Noch einen Schritt weiter gingen wir mit der enzymatischen 
Priifung des Diglycyl-dehydrophenylalanin V, das die dehydrierte 
Aminosiure endstindig mit freiem Carboxyl enthalt. Die Ge- 
winnung des bisher nicht bekannten dehydrierten Tripeptids ist 
im Versuchsteil beschrieben. Das Tripeptid wird von Enzym- 


1) Ber. Chem. Ges. 64, 383 (1931). 
2) Bergmann, Schmitt u. Miekeley,a. a. O. 
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mischungen, die unser neues Enzym enthalten, gespalten, und 
zwar unter Bildung von 2 Molekiilen Glykokoll und je einem 
Molektil Ammoniak und Phenylbrenztraubensiure. Aber wir 
kénnen zeigen, daB die Spaltung in 2 Stufen verliuft und dab 
die erste Stufe nicht von dem neuen Enzym, sondern durch Amino- 
polypeptidase bewirkt wird. Priparate, die Amino-polypeptidase, 
aber keine Dehydropeptidase enthalten, bewirken Spaltung unter 
Zuwachs an Carboxyl; Phenylbrenztraubensiure entsteht dabei 
auch nicht in Spuren. Sind jedoch die beiden eben genannten 
Enzyme gleichzeitig zugegen, so beobachteten wir neben einem 
Zuwachs an freiem Carboxyl auch das reichliche Auftreten von 
Phenylbrenztraubensiure. Fiigt man nun zu einem Parallel- 
ansatz Leucyl-glycyl-glycin hinzu, das ein Substrat fiir Amino- 
polypeptidase ist und zu dieser eine hohe Affinitét hat, so wird 
mit der Festlegung der Amino-polypeptidase auch die Bildung 
von Phenylbrenztraubensiure bis auf Spuren unterdriickt. Die 
Bildung der Phenylbrenztraubensiure durch die Dehydropeptidase 
hat die Tatigkeit der Amino-polypeptidase zur Voraussetzung. 
Die Spaltung des dehydrierten Tripeptids V vollzieht sich also 
so, daB zunichst durch die Amino-polypeptidase der endstindige 
Glycinrest abgespalten wird, so daB Glycyl-dehydrophenyl- 
alanin (II) entsteht und da8 dieses dann in bereits bekannter Weise 
durch die Dehydro-peptidase weiter zerlegt wird. 

Unser Ferment ist demnach auf die Hydrolyse von de- 
hydrierten Dipeptiden eingestellt und als Dehydro-dipeptidase 
zu bezeichnen. Seine Auffindung und seine Verschiedenheit von 
Dipeptidase regen zu einer Anzahl weiterer Fragestellungen an: 

DaB Dipeptidase auf Glycylphenylalanin (VI) spaltend wirkt, 
dagegen auf das strukturéhnliche Glycyl-dehydrophenylalanin 
wirkungslos bleibt, zeigt, daB fir die Wirkung der Dipeptidase 
zumindest eines der Wasserstoffatome wesentlich ist, die in 
Formel VI durch Fettdruck hervorgehoben sind. 


VI (,H,-CH,-CH-COOH 
NH-CO-CH,-NH, 
VII C,H,-CH,—C:COOH 
h-CO-CH,-NH, 
Man hat sich nun zu fragen, ob eines dieser Wasserstoffatome 


als Haftstelle fiir die Dipeptidase in Betracht kommt. Uns scheint 
dies immerhin zweifelhaft. DaB die Abwesenheit der erwaihnten 
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Wasserstoffatome die Wirkung der Dipeptidase auf das Peptid 
hindert, kénnte auch damit seine Erklirung finden, daB beim 
dehydrierten Dipeptid II eine Umlagerung in die desmotrope 
Form VII méglich ist, durch die das ungesittigte Peptid II seines 
Imidwasserstoffs verlustig geht. Schon vor einiger Zeit haben 
M. Bergmann, V. du Vigneaud und L. Zervas!) im AnschluB 
an Modellversuche auf die Rolle des Imidwasserstoffs bei der 
enzymatischen Hydrolyse als Angriffspunkt des Fermentes hin- 
gewiesen und haben systematische Hnzymversuche empfohlen. 
A. K. Balis und F. Kéhler*) haben dieselben ausgefiihrt und 
dahin gedeutet, daB die Imidogruppe eine Haftstelle der Dipepti- 
dase ist. Die Anschauung, daB die Imidogruppe ein Angriffspunkt 
der Dipeptidase ist, steht mit dem negativen Verhalten des un- 
gesittigten Peptids II ~=> VI in Einklang. 

Dehydrodipeptidase stellt andere strukturelle Anspriiche an 
ihr Substrat als Dipeptidase. Also mu auch ihr Wirkungsmecha- 
nismus ein andersartiger sein. Wir denken deshalb daran, dab 
Dehydrodipeptidase mdglicherweise gar nicht spaltend auf die 
Peptidbindung CO—N wirkt; wir ziehen in Erwigung, daB sie 
einen Zerfall zu Aminoacyl-amid und «-Ketosiure bewirkt: 

(,H,-CH,-C:COOH ——»' C,H,-CH,:CO-COOH 


N-CO-CH,-NH, NH,-CO-CH,-NH, 

Mit der Auffindung eines besonderen Fermentes, das die 
Spaltung dehydrierter Dipeptide zu besorgen hat, ist auch zum 
ersten Male ein Ferment nachgewiesen, das einen Teilvorgang der 
Desaminierung von Eiwei8bausteinen losgelést von der Zelle zu 
katalysieren vermag. Die Existenz der Dehydrodipeptidase macht 
es weiter wahrscheinlich, da dehydrierte Dipeptide im Stoff- 
wechsel auftreten. Damit gewinnt unsere eingangs erwahnte Frage- 
stellung erheblich an Berechtigung, ob der oxydative Abbau der 
EiweiBstoffe teilweise oder sogar weitgehend den Weg iiber 
dehydrierte Dipeptide einschlagt. In zahlreichen friiheren Modell- 
versuchen unseres Laboratoriums war schon gezeigt worden, dal 
gerade die Dipeptidstufe Neigung zum Ubergang in den dehydrierten 
Zustand aufweist. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sagen wir 
fiir die Gewihrung von Mitteln fiir diese Arbeit ehrerbietigsten Dank. 


1) Ber. chem. Ges. 62, 1909 (1929); vgl. auch M. Bergmann u. K. Grafe, 
Diese Z. 187, 183 (1930). 
2) Ber. chem, Ges. 64, 34 (1931). 
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Experimenteller Teil. 


Als Methode fiir die Bestimmung des Spaltungsgrades ver- 
wendeten wir die Titration der freigelegten Carboxyle in alko- 
holischer Lésung nach Willstaitter und Waldschmidt- Leitz.) 
Die Spaltungsansitze enthielten in 5 cem Gesamtvolumen 0,25 bis 
0,5 Millimol Substrat, 0,5 com m/3-Phosphatpuffer des betreffen- 
den pu und die notwendige Menge 0,2n-Ammoniak, um das un- 
gepufferte Enzym-Substratgemisch auf das Reaktions-pxu_ ein- 
zustellen. Es wurde wie folgt gepuffert: Ansiitze mit Leucyl- 
glycin bei pu 7,8, mit Leucyl-glycyl-glycin bei pu 7,0 fiir Carboxy- 
polypeptidase bei pu 7,3, fiir tryptische Proteinase bei px 8,3 und 
bei Substraten mit einer dehydrierten Komponente bei px 7,4. Die 
Versuche wurden bei 40° ausgefiihrt. Die px-Messung erfolgte 
colorimetrisch. Diesen Ansiétzen wurden vor und nach der Re- 
aktionszeit je 2 ccm -entnommen, in denen der Zuwachs an Carb- 
oxyl mit n/20-Kalilauge gegen Thymolphthalein bestimmt wurde. 


Das verwendete Hefeerepsin war durch fraktionierte Frei- 
legung nach den Angaben von Grassmann und Dyckerhoff?) 
bereitet. Die Aminopolypeptidase wurde nach Waldschmidt- 
Leitz und Schaffner?) hergestellt. Bei Bereitung der proteo- 
lytisch einheitlichen Proteinase, die zum Teil mit Enterokinase 
aus Darmschleimhaut aktiviert wurde, verfuhren wir annaihernd 
nach den Vorschriften der gleichen Forscher. 


Die Glycerinextrakte der rohen Driisen und Organe wurden 
durch Extraktion des zerkleinerten Materials mit 87°/,igem 
Glycerin bei Zimmertemperatur erhalten. Zur Klaérung wurde 
dann entweder filtriert oder zentrifugiert. Die Pankreatinpriparate 
wurden durch Zugabe von 0,1 n-Essigsiure vorgereinigt. Trocken- 
praparate des tierischen Materials wurden, wie iiblich, durch Be- 
handlung mit Aceton und Ather gewonnen. 


Zusammenstellung unserer Versuche mit verschiedenen 
Enzympraparaten. 


Im Interesse der Kirze und Ubersichtlichkeit stellen wir 
unsere allgemeinen Versuche tabellarisch zusammen. Dabei be- 
deutet das Zeichen ,,-“‘, da8 in kurzen Zeiten (héchstens 5 Stunden) 


1) Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 
*) Diese Z. 179, 60 (1928); 175, 18 (1928). 
3) Diese Z. 151, 51 (1925/26). 
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hohe Betraige des betreffenden Substrats gespalten werden, und 
zwar in fast allen Fallen mehr als 40°/,. Das Zeichen ,,—“* bedeutet 
das vollige Fehlen einer feststellbaren Spaltung. 


Tabelle I. 














| 


Substrate 


Trypsin 
aus Pankreatin 


Amino-poly- 
| peptidase aus 
| Darmschleimhaut | 
Proteinase 
aus Pankreatin 
alter Auszug 


Pankreas vom 
‘Schwein, 6 Monate | 


| Augen vom Rind 
| Leber vom Rind | 


1} 


_ Erepsin aus Hefe | 
+4 } Pankreas vom Rind | 





1} 
| | | 
| 
| 
{| 
| 
i} 
1} 
{| 
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i| 
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+ 
4- 


Leucyl-glycin ... . 
Leucyl-glycyl-glycin 
Chloracety1-l-tyrosin 
Glycyl-dehydrophenylalanin | -— ~~ _ f— 
eee -_— - |. 


i 


<4 ! Leber vom Schwein 


| 





























Tabelle II. 


| 
| 








Substrate 


| Pepsin D.A.B. 6 
Niere vom Schwein) 
Niere vom Schaf 

|| aus frischer Driise 

|aus gefaulter Driise | 


Muskel v. Schwein 
| ‘Trockenpankreas 





| 








9 | Pankreas v. Schwein’ 
| 
ea ! Trockenpankreas 


‘+ || Gehirn vom Rind 
+ 
-- 


Leucyl-glycin ....... - 
Leucy]-glycyl-glycin _ 
om es & conta 
Glycyl-phenylalanin ... . 1 ! 
Glycyl-dehydroalanin. . . 
Glycyl- dehydrophenylalanin . - -}|— - }+) 
Hippursiure ....... 
Glycyl - dehydrophenylalany]- 
a a ee 
Glycyl -dehydrophenylalany]- 
d-glutaminsfure.... . 
Diglycyl-dehydrophenylalanin +?) -+?) +1)} +2) 
a eee ee ae ee -|-3) + 


-+-+> || Pankreatin ,,Gehe“ 


| ++++4 


to 





























1) Gibt mit Eisenchlorid Reaktion auf Phenylbrenztraubensaure. 
*) Keine Phenylbrenztraubenséure nachweisbar. 
3) Spaltung gering. 
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Untersuchung von gefaultem Pankreas. 

Aus Rinderpankreas wurden drei verschiedene Sorten Trocken- 
praparate hergestellt. Zuerst wurde eine Portion der schlacht- 
frischen Driise in der iiblichen Weise mit Aceton und Ather ver- 
arbeitet. Fiir die beiden anderen Priiparate wurde Driisenmaterial 
gebraucht, das zwischen dem Schlachten und der Priparierung 
24 bzw. 48 Stunden in einer gedeckten Schale der Faulnis iiber- 
lassen worden war. Die fein zermahlenen Driisenpriparate wurden 
in 2 Anteile geschieden. Der eine wurde mit der 10fachen Menge 
87°/,igem Glycerin 12 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewalhrt, 
die Mischung dann mit der 0,6fachen Menge Wasser verdiinnt 
und zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit 1/,, seines Volumens 
0,1 n-Essigséure versetzt, filtriert und schlieBlich mit 0,2 n- 
Ammoniak auf pu 7,0 eingestellt. 

Proben des anderen Anteils wurden dann so verarbeitet, dab 
sie jeweils mit der 15fachen Menge Wasser und etwas Toluol 
24 bzw. 48 Stunden bei Zimmertemperatur der Autolyse tber- 
lassen wurden. Es wurde dann wie oben zentrifugiert, mit Hssig- 
siure gereinigt und das klare Filtrat mit Ammoniak auf pa 7,0 
eingestellt. 

Die Filtrate wurden zu Spaltungsansitzen gebraucht, die je 
0,8 Millimol Glyeyl-dehydrophenylalanin bzw. 0,6 Millimol Leucy!- 
clycin in 5 cem des Ansatzes enthielten und, wie friiher beschrieben, 
mit Phosphatmischung gepuffert waren. 


Tabelle III. 














/ Spaltung in 4 Stunden 
as Zuwachs ccm n/20-Kalilauge 
Frisch, ohne Autolyse. .... . 0,00 
mit - en 0,00 
24 Stunden gefault, ohne Autolyse 0,05 
24 % 2 mit *” 0,30 
48 - ‘iy ohne “ 0,15 
48 ™ ss mit os 0,65 
Hemmungsversuch. 


Spaltung von Glycyl-dehydrophenylalanin durch Nieren- und 
Gehirnextrakt, sowie durch eine Mischung gleicher Teile der beiden 
Extrakte. Spaltungen in 5 Stunden. ,,cem‘‘ bedeutet cem n/20- 
Kalilauge, die dem Carboxylzuwachs der Titrationsproben ent- 
sprechen. 
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Tabelle IV. 
Glycyl-dehydro- 
Enzym phenylalanin Leucyl-glycin 
ccm | °/, Spaltung | ccm | 9/, Spaltung 
Niere allein. ...... 1,45 | 90 _ | _ 
Gehirn allein ...... 0,00 0 2,20 | 92 
Niere + Gehirn ... . | 1,60 | 100 aii a 








Hemmungsversuch mit gesattigtem Peptid. 
Zu den Spaltungen wurde ein Schafnierenextrakt benutzt. 
Die Versuchsdauer betrug 5 Stunden. In 5 ccm der Versuchs- 
mischung waren je 0,2 Millimol des betreffenden Peptids enthalten. 


Tabelle VY. 


Je 0,2 Millimol Substrat 








Zuwachs cem 


0/, Spaltung 
n/20-Kalilauge | /° SPaltuns 














a a 2,10 88 


Glycyl-phenylalanin ......... 0,85 53 

Glycyl-dehydrophenylalanin ..... 1,70 106*) 

Glycyl-phenylalanin + Glycyl-dehydro- 
ee ee 2,80 — 








*) Die kleine Uberschreitung des méglichen Hundertwertes liegt innerhalb 
der Fehlergrenze derartiger Bestimmungen. 


Hemmung der Spaltung von Diglycyl-dehydrophenylalanin 
durch Leucyl-glycyl-glycin. 
Als Enzymlésung wurden je 2ccm Pankreatinextrakt verwendet. 























Tabelle VI. 
Lie o Dauer | Zuwachs Phenylbrenz- 
Je 0,2 Millimol Substrat der Spaltung| n/20-Kali- traubensdure 
in Minuten | lauge in ccm | nachgewiesen 
Diglycyl-dehydrophenylalanin 300 1,60 +-+- 
Diglycyl-dehydrophenylalanin 120 0,95 aa 


Diglycyl-dehydrophenylalanin 
+ 0,2 Millimol Leucylglycyl- 
5 «6 + be we Oe 120 1,05 Spur 











pu-Abhangigkeit der Spaltung von Glycyl-dehydrophenylalanin 
durch Pankreatinextrakt. 


Es wurde ein mit 0,1 n-Essigsiure vorgereinigter Extrakt ver- 
wendet. In 5 cem der Versuchsmischung sind 0,2 Millimol Sub- 
strat und die itbliche Menge Phosphatpuffermischung enthalten. 





ee a ee 
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Chloracetyl-glycyl-dehydrophenylalanin. 


5,8 g Glycyl-dehydrophenylalanin wurden in 25 cem n/1- 
Natronlauge gelést und unter Eiskiihlung wie iiblich mit einer 
Lésung von 38,82 g Chloracetyl- =f Oa oe 
chlorid in 25 cem absolutem Ather 
und 45 ccm n/1-Natronlauge ge- N 
kuppelt. Dann wurde mit 5n- & gg} 

‘ 
§ 





Salzsiure gegen Kongopapier an- 
gesduert und 20 Minuten in Eis 
aufbewahrt. Es wurden 5,8 g farb- en ee 
loses Chloracetylpeptid erhalten, @ 50 60 0 40 G0 
das nach dem Umkrystallisieren ed 
aus Alkohol aus feinen Nadeln vom Schmelzp. 212° (korr.) bestand. 


0,1480 g Substanz gaben 0,2859 g CO, und 0,0597 g H,0. 














5,104mg __i,, »  0,427ccm N (22°, 753 mm) (Preg]). 
0,1169 g ™ »  0,0563 g AgCl. 
C,,H,,N,ClO, (296,5) 
Ber. C 52,59°/, H 4,42°/, N 9,44°/, Cl 11,97°/, 
Gef. ” 52,68 9 4,51 9 9,59 29 11,91 
Diglycyl-dehydrophenylalanin. 


Als 2g des eben beschriebenen Chloracetylpeptids mit 20 ecm 
konzentriertem Ammoniak in einer Druckflasche unter anfainglichem 
Schiitteln aufbewahrt wurden, trat eine geringe Ausfallung weiBer 
Substanz ein. Nach 2—3 Tagen wurde bei vermindertem Druck 
verdampft und die Krystallmasse mit heiBem Wasser aus dem 
DestillationsgefaiB gespiilt. Nach dem Erkalten wurde abgesaugt 
und 1,6 g eines bereits fast chlorfreien Rohproduktes erhalten. 
Mikroskopische Nadeln, die nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus Wasser und Trocknen im Hochvakuum bei 78° analysenrein 
waren. Die Substanz besaB keinen scharfen Schmelzpunkt. Sie 
braunte sich von etwa 214° an zunehmend und zersetzte sich bei 
226° unter Aufschéumen (korr.). 

0,1241 g Substanz gaben 0,2565 g CO, und 0,0611 g H,0. 

4,250 mg _,, » 0,553 ccm N (20°, 752 mm) (Pregl). 

C,3H,,N;0, (277,12) Ber. C 56,29°/, H 5,46°/, N 15,17°/, 
Gef. ,, 56,37 » 95,51 », 15,00 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXXIII. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1931.) 


Uber die aus Biliansiureoximlactam durch Salpeterséure entstehende 
farblose Verbindung C,,H,.N,0,,. 

La8t man auf Bilianséiure-oximlactam (C,,H..N,0,) Salpeter- 
sure bei Raumtemperatur einwirken, so bildet sich zundchst eine 
blaugefirbte Nitrosoverbindung, der mit groBer Wahrscheinlichkeit 
die Strukturformel I zukommt.!) Dauert der Versuch lingere Zeit 
(tagelang), dann entsteht ein farbloses Oxydationsprodukt von der 
empirischen Zusammensetzung C.,H;,N,0,9. Auch wenn man die 
Nitrosoverbindung isoliert, durch Umkrystallisieren reinigt und 
hierauf mit Salpetersiiure behandelt, erhilt man den farblosen 
Kérper. Wibrend nun die Beziehungen der blaugefaérbten Substanz 
zum Ausgangsmaterial leicht festzustellen waren (u. a. wird sie 
durch Zinkstaub und Eisessig in das Oximlactam zuriickverwandelt: 
—CH=C(NO)— —» —CH,—C(: NOH)—), stieB die Aufklarung 
der Konstitution des farblosen Stoffes auf Schwierigkeiten, und 
zwar aus dem Grunde, weil es nicht gelingen wollte, brauchbare, 
krystallisierte Abbau- oder Umwandlungsprodukte der farblosen 
Verbindung herzustellen. Nur beim Erwirmen der Substanz 
CosHzgN,0,) mit konzentrierter oder 90°/,iger Schwefelsiure lie! 
sich ein gut krystallisierender Korper gewinnen, der aber allem 
Anschein nach nur durch Isomerisation aus dem Ausgangsmaterial 
sich bildet; er ist zum Unterschied von dem letzteren (a-Saure) 
mit f-Siure bezeichnet worden.*) Fiir die «-Saéiure wurde anfangs 


1) M. Schenck u. H.Kirchhof, Diese Z. 189, 85 (1930); vgl. auch 


Diese Z. 208, 76 (1931). 
2) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 191, 89 (1930). 
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eine Strukturformel mit intakt gebliebenem Lactamring an- 
genommen, spiter stellte sich aber heraus, daB die Siure nach 
dem Verfahren von van Slyke die einer Aminogruppe ent- 
sprechende Menge Stickstoff entwickelt. Demgemaé8 wurde nun- 
mehr fir die «-Verbindung das Symbol II aufgestellt.1) Zu dieser 
Formel ist zu bemerken, da8 sich die angenommene Nitrogruppe 
durch die Gabrielsche Reaktion mit Phenol und Schwefelsiure 
nicht nachweisen lé8t, worauf friiher schon hingewiesen wurde, 
auch wird sie beim Kochen der «-Siure mit Natronlauge nicht 
abgespalten, wie dies bei der gleichen Behandlung der Nitro- 
hydroxamsidure C,,H3,N,O, der Fall ist.2) Aus diesem Grunde ist 
auch fiir die ,,Nitro‘-Gruppe der a-Saure eine andere Bindungs- 
weise, als sie in der Nitro-hydroxamsiaure vorliegt, postuliert worden. 
Ferner ist bemerkenswert, da8B sich die Verbindung C,,H3.N,0jo 
genau vierbasisch titrieren laBt. Drei Aquivalente NaOH sind mit 
Sicherheit auf die beiden Carboxylgruppen, die aus dem urspriing- 
lichen Ring I des Cholséuremolekiils hervorgegangen sind, und auf 
das Carboxyl der Seitenkette zu beziehen, der Verbrauch des 
vierten Aquivalentes ist aber nicht ganz ungezwungen zu erklaren, 
wenn man die Strukturformel II zugrunde legt. Denn die aus dem 
Lactamring entstandene Carboxylgruppe wird sich nach Er- 
fahrungen, die in anderen Fallen gemacht wurden, bei der Titration 
nicht ohne weiteres bestimmen lassen, da sie unter dem HinfluB 
der Aminogruppe steht. Man miBte also annehmen, daB die 
,,Nitro“-Gruppe in irgendeiner ,,sauren“, titrierbaren Form zu- 
gegen ist oder daB sie die Aminogruppe in irgendeiner Weise kom- 
pensiert und dadurch das aus dem Lactamring hervorgegangene 
Carboxyl reaktionsfaihig macht, beides Annahmen, die nicht sehr 
wahrscheinlich sind. Alles in allem ist die Strukturformel II fiir 

die a-Verbindung C,,H;,N,0,9 nicht restlos befriedigend. Um sie 

durch eine bessere zu ersetzen, wurde die Untersuchung der «-Séure 

von neuem aufgenommen. Dabei wurde die Beobachtung gemacht, 

daB die Saéure beim laingeren Kochen mit 20°/,iger Salzsiure 

Ammoniak abspaltet, das nach dem Alkalisieren der Fliissigkeit 

an dem Geruch, an der Bliuung von Lackmuspapier und an der 

Nebelbildung mit Salzséure erkannt wurde. Aus der Aminogruppe 

kann dieses Ammoniak nicht herstammen, denn die bekannte 

Widerstandsfahigkeit dieser Gruppe gegen siedende Mineralsiure 





1) Vgl. FuBnote 1 S. 76. 
2) Diese Z. 181, 189 u. 190 (1929). 
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14Bt sich auch bei Aminoséuren aus der Reihe der Gallensduren 
feststellen. So wird beispielsweise die von Desoxybiliansiure sich 
ableitende Aminosiure C,,H,.NO, bzw. ihr Chlorhydrat so her- 
gestellt, daB man Desoxybiliansaéure-lactam 6 Stunden lang mit 
20°/,iger Salzsiure am RickfluBkihler kocht usw. und schlieBlich 
das Rohprodukt aus siedender 20°/,iger Salzsiure umkrystallisiert.1) 
Es muB also die andere stickstoffhaltige Gruppe sein, die das 
Ammoniak liefert. Dann kann diese aber keine Nitrogruppe sein, 
es liegt vielmehr nahe, an eine Sdéureamid- oder Nitrilgruppe zu 
denken. Es ist versucht worden, das nach Abspaltung von 
Ammoniak restierende Produkt zu isolieren, es ist dies aber bis 
jetzt noch nicht gelungen. Dagegen gliickte es, unter bestimmten 
Bedingungen (vgl. unten) eine andere, gut krystallisierende Ver- 
bindung zu fassen, die sich in ihrer empirischen Zusammensetzung 
nur durch das Mehr von einem Molekiil Wasser von der «-Siure 
unterscheidet, also der Formel C,,H;,N,O0,, entspricht. Der neue 
Korper laBt sich ebenfalls vierbasisch titrieren und gibt auch beim 
langeren Kochen mit 20°/jiger Salzsiiure Ammoniak ab, das in der 
oben angegebenen Weise gekennzeichnet wurde. Allem Anschein 
nach liegt daher in der neuen Verbindung ein Séureamid vor, das 
als Zwischenprodukt einer Nitrilverseifung der e@-Saure entsteht. 
Fiir die letztere kann man somit die Strukturformel III aufstellen; 
dem Saéureamid wiirde dann das Symbol IV zukommen. Bei dem 
Ubergang der Nitrosoverbindung I in das Amino-Nitril III wiirde 
also auBer der Aufspaltung des Lactamringes eine Sprengung des 
Ringes III erfolgen. Den letzteren Vorgang kann man sich in 
verschiedener Weise vorstellen, etwa so, daB der Ring an der 
Doppelbindung unter Wassereinlagerung zerreiBt und die hierbei 
gebildeten Gruppen —CH:O und —CH,-NO weiter verandert 
werden, die Aldehydgruppe zur Carboxylgruppe dehydriert wird, 
die primire Nitrosogruppe aber, vermutlich wber das Aldoxim, 
unter Wasserabspaltung in die Nitrilgruppe ibergeht: 
—CH,-NO —» —CH(:NOH) —> —C=N. 

Wenn man die Strukturformel III fiir die a-Saéure annimmt, 
dann miBte diese eine substituierte Malonsaure sein, also unter 
bestimmten Bedingungen ein Molekiil CO, abspalten. Dafiir spricht 
vielleicht dieTatsache, daB die «-Saéureunterlebhaftem Aufschaumen 
schmilzt, das gleiche gilt fiir das Siureamid. Auch wurde beim 
Kochen der beiden Verbindungen mit stirkerer (20°/,iger) Salz- 
siiure Aufschiumen beobachtet, das auch auf eine CO,-Abspaltung 
~-1) Diese Z. 166, 149 (1927). 








lic 
Pi 
ur 
(}: 




































Zur Kenntnis der Gallensiuren. XX XIII. 79 


bezogen werden kénnte, es ist aber bisher noch nicht gelungen, das 
um CO, armere Produkt zu isolieren. 

Bemerkt sei noch, daB auch die oben erwihnte f-Siure mit 
Salzsiure gekocht wurde. Man erhielt hierbei in einzelnen Ver- 
suchen eine sehr geringe Menge einer krystallinischen Verbindung. 
Ob in dieser das Séiureamid IV vorliegt oder ob es sich, was wahr- 
scheinlicher ist, um einen anderen Korper handelt, hat sich noch 
nicht feststellen lassen. 





C-NO C-NO, 
, i ain 
H C CH C 
) j Ill {cull COOH | | | Cytfy COOH 
| | CH CH C 
tli tl Pa hig ail 
1 COOH ae en II COOH C———CH, 
! | 
NH | NH, 
| 
COOH CH CO COOH CH COOH 
| “eal “Ql ee a 
CH, CH, CH, CH, 
} Nitrosoverbindung ,,Nitro‘-Verbindung 
Co4H34N,0, C24HseN2010 
C:N CO-NH 
’ hen ; tee. 
eg ite H,,-COO i Lie 
: H 9H ,* COOH 
, OH o totte) CH i 10449) 
, lll COOH C we 1V COOH alain 
J NH, | NH, 
} | 
t COOH CH COOH COOH CH COOH 
Pd i 
, .: CH, CH, CH, 
I, Aminonitril Aminoamid 
Cy,Hs6N.0,, C.,H,,N,0,, 


i, Beschreibung der Versuehe. 


T Die Herstellung der «-Verbindung C,,H,.N,0,) wurde wesent- 
it lich vereinfacht dadurch, da8 das Umkrystallisieren der einzelnen 
n Phasen (Biliansiure, Biliansiure-dioxim, Biliansiure-oximlactam) 
n und des Endproduktes unterblieb. Die abgekiirzte Bereitung des 
fe (ximlactams ist schon in der 80. Mitteilung angegeben worden.?) 


1) Diese Z. 196, 280 (1931). 
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Das so erhaltene Material wurde mit Salpetersiure behandelt. Die 
Starke der letzteren betrug 55,7°/, HNOs, entsprach also ungefahr 
der friiher benutzten-Siure, die etwa 57°/, HNO, enthielt. Kon- 
zentriertere Séuren zu verwenden, ist nicht ratsam, da sonst die 
Ausbeuten sich verschlechtern.!) Fiir die Erzielung guter Ausbeuten 
scheint es auch zweckmaBig zu sein, jedesmal nur kleine Substanz- 
mengen anzusetzen. Demgema8 verfuhr man wie folgt. 1 g Oxim- 
lactam wurde mit 12 cem Salpetersiure zusammengebracht, wobei 
zunichst eine dunkelbraune, auf den ersten Blick wenig ver- 
trauenerweckende Lésung entstand. Diese nahm aber bald unter 
Schaumbildung einen griinen Farbton an und war nach 24 Stunden 
rein griin gefirbt. Beim weiteren Stehen hellte sich die griine Farbe 
auf und machte schlieBlich einer Gelbfairbung Platz. Nach fiinf- 
tiigiger Dauer des Versuchs wurden die einzelnen Proben durch 
Filtrieren geklairt und jedesmal die Filtrate von 5 Proben ver- 
einigt und mit 900 ccm Wasser gefallt. Der hierdurch erzeugte 
amorphe Niederschlag war nach zwei- bis dreitégigem Stehen 
vollstandig krystallinisch geworden. Es resultierten die friiher 
beschriebenen, gut ausgebildeten Krystalle, die nur noch eine 
geringfiigige, fiir die weiteren Versuche belanglose Farbung auf- 
wiesen. Die Ausbeute betrug etwa 57°/, des eingesetzten Oxim- 


lactams. 


eine tiefbraun gefarbte Fliissigkeit, in der minimale Mengen eines 


dunkelgefairbten Stoffes ungelist waren. Nach dem Alkalisieren Ff 


konnte das abgespaltene Ammoniak durch die oben angegebenen 


Reaktionen sehr deutlich nachgewiesen werden. Die Isolierung der F 


durch die Nitrilverseifung entstehenden Saure in brauchbarer Form 
gelang dagegen, wie bereits oben erwaéhnt, bisher nicht. Hbenso- 
wenig war dies der Fall, als man die «-Saéure kiirzere Zeit mit 
nur 10°/,iger Salzsiure kochte, hierbei lieB sich aber das Saure- 
amid IV gewinnen (vgl. oben). 0,5 g @-Verbindung wurden mit 


25 cem 10°/piger Salzsiure 20 Minuten am RiickfluBkihler gekocht. F 


Die Substanz lést sich dabei langsam auf und nach etwa 12 Minuten 


ist eine vollstandig klare, gelbgefirbte Losung entstanden. Unter: F 


bricht man jetzt das Erhitzen, so scheidet sich die #-Saure beim 


Erkalten der Lésung zum groBen Teil unverandert wieder aus. & 


1) Diese Z. 181, 198 (1929). 





Das Erhitzen der «-Verbindung mit Salzséure geschah anfangs 
in der Weise, daB man 0,5 g der Substanz mit 25 ccm 20°/jiger § 
Salzsiure 1 Stunde lang am RiickfluBkihler kochte. Es resultierte f 
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Kocht man dagegen im ganzen 20 Minuten lang, so bleibt die Lésung 
auch beim Erkalten klar. Die Fliissigkeit wurde nunmehr mit 
Natronlauge alkalisch gemacht und hierauf mit Essigsiure schwach 
angesiuert (Lackmus). Dann gab man 50 ccm 5°/,iger Kupfer- 
acetatlésung hinzu und erzeugte hierdurch eine griine Fiillung. 
Bemerkt sei bei dieser Gelegenheit, da8 sich diese Fallungsmethode 
nunmehr schon zum vierten Male gut bewihrt hat.1) Die Kupfer- 
fillung saugte man nach 24 Stunden ab, wusch sie mit Wasser 
aus, suspendierte sie in Wasser und zersetzte siein der Hitze durch 
Schwefelwasserstoff. Vom Schwefelkupfer wurde heif abgesaugt 
und das Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, ohne 
Ricksicht auf kleine Mengen krystallinischer Substanz, die sich 
meist nach starkem Konzentrieren ausschieden. Den Trockenriick- 
stand erhitzte man kurze Zeit mit einer geringen Menge 96°/,igen 
Alkohols, der braungefarbte Beimengungen aufnahm. Die alko- 
holische Lésung hinterlieB beim Verdunsten einen braungefirbten 
Lack. Das vom Alkohol nicht Geléste sah ziemlich farblos aus 
und wurde durch ein- oder mehrmaliges Umkrystallisieren aus 
siedendem Wasser gereinigt. Auffallend war, da8 eine geringfiigige 
Gelbfarbung beim Umkrystallisieren kaum zu beseitigen war, auch 
nicht unter Verwendung von Tierkohle, so da8B man im Zweifel 
sein konnte, ob diese Fairbung dem Stoff als solchem zukommt 
oder aber, was wahrscheinlicher ist, durch eine minimale, aber hart- 
nickig anhaftende Verunreinigung bedingt ist. Jedenfalls war die 
Farbung auf den Ausfall der analytischen Bestimmungen ohne 
Kinflu8B. Die neue Verbindung kommt aus Wasser in schénen 
flachen Prismen heraus, die unter dem Mikroskop ganz einheitlich 
aussehen und bei 226° unter Zersetzung schmelzen, schon lingere 
Zeit vorher macht sich dabei Braunfirbung bemerkbar. Die Aus- 
beute an einmal aus Wasser umkrystallisiertem Material betrug 


| etwa 15°/, der eingesetzten «-Saure. Fiir die Mikroanalysen — der 


K6rper war bei den ersten Versuchen nur in sebr bescheidener 
Ausbeute erhalten worden — trocknete man den Stoff im Vakuum 


bei 100°, fiir die Titrationen bei 120° im gewéhnlichen Trocken- 
| schrank. Bei den letzteren wurde das Material jedesmal in 10 cem 


Wasser aufgeschwemmt (Phenolphthalein). 


4,328 mg*) Substanz gaben 8,610 mg CO,, 2,760 mg H,0. 
4,132 mg iia » 8,250 mg CO,, 2,630 mg H,0. 


1) Vgl. Diese Z. 104, 284 (1919); 196, 276 (1931); 200, 41 (1931). 
*) Die Mikroanalysen verdanke ich dem _physiologisch-chemischen 
Institut Leipzig. 
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5,780 mg Substanz lieferten 0,257 com N (24°, 747 mm). 


3,630 mg - “ 0,165 com N (24°, 746 mm). 
0,1110 g “ verbrauchten 8,50 ccm n/10-NaOH. 
0,1232 g si mt 9,40 ccm n/10-NaOH, 
C,,H3gN,0,, (vierbasisch) 
Ber. C 54,32°/, H 7,22°/, N 5,28°/, COOH 33,94°/, 
Gef. ,, 54,27, 54,479/, —_., 7,14, 7,12°/, ,, 5,02, 5,13°/, 34,47, 34,34°/, 


Wie oben erwahnt, spaltet auch die Verbindung IV beim 
Kochen mit Salzsiure Ammoniak ab. Dabei macht sich die Starke 
der Salzsiure, wie auch bei der a-Verbindung, sehr bemerkbar. 
Werden nimlich 0,5 g Séureamid mit 25 ccm 10°/,iger Salzsiure 
eine Stunde lang gekocht, so farbt sich die Lésung lediglich gelb 
und das abgespaltene Ammoniak gibt sich nach dem Alkalisieren 
der Fliissigkeit zwar durch den Geruch sofort zu erkennen, die 
Bliuung von angefeuchtetem rotem Lackmuspapier fallt aber 
nur sehr schwach aus. Offenbar ist ein groBer Teil des Amids 
unverdndert geblieben. Kocht man dagegen die gleiche Gewichts- 
menge der Verbindung IV mit 25 ccm 20°/jiger Salzséiure eine 
Stunde lang, so entsteht eine tiefbraun gefarbte Flissigkeit, in 
der auch, wie bei der @-Séure, geringfiigige Mengen einer dunkel- 
gefirbten Substanz ungeldést sind. Macht man die Flissigkeit 
alkalisch, so 1aBt sich das Ammoniak in der oben angegebenen 
Weise sehr deutlich nachweisen. 
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(Aus dem Laboratorium der II. Mediz. Klinik der Universitat Miinchen.) 


* (Der Redaktion zugegangen am 29. Dezember 1931.) 
ids 
itis- lhe 
me @ Aus den Versuchen, die wir in der I. Mitteilung*) beschrieben 
1 § sihaben, ging hervor, daB die Clupeine nach der Klementaranalyse 
el- (F cinen Uberschu8 an Sauerstoff und eine freie veresterbare Carb- 
elt #  oxylgruppe besitzen. Die vorliegenden Versuche sollen dazu bei- 
len @ tragen, die Form des tiberschiissigen Sauerstoffs und die Zugehérig- 


keit der Carboxylgruppe zu einem der Bausteine zu kliren. Wir 
haben diese Versuche mit Clupein B, dessen Analysen in der 
I. Mitteilung enthalten sind, und mit einem neuen, nicht weiter 
fraktionierten Praiparat, fiir dessen Kigenschaften und Zusammen- 
setzung auf den experimentellen Teil verwiesen sei, ausgefiihrt. 
Nach den Analysen dieser beiden Praparate kann der iiber- 
schiissige Sauerstoff in Form von Hydroxylgruppen vorhanden 
sein. Zur Priifung dieser Annahme versuchten wir erst, die Hydr- 
oxyle in die Methylather tiberzufiihren und sie so fiir eine nach- 
folgende Hydrolyse zu stabilisieren, erhielten jedoch keine ver- 
wertbaren Resultate. Dimethylsulfat, das in der Zuckerchemie fiir 
| diesen Zweck verwendet wird, scheint mit den Hydroxylen der 
| Eiwei8kérper unter den iblichen Versuchsbedingungen nicht zu 
_ reagieren, denn beim Histon der Thymusdriise reagieren nur die 
Carboxylgruppen und ist daneben in dem methylierten Protein 
kein weiteres Methoxyl nachzuweisen.’”) Dasselbe ergaben orien- 
tierende Versuche mit Clupein und Salmin. Auch die Behandlung 





*) Ein Teil dieser Arbeit wurde in der Chem. Ges. Miinchen, 26, 2. 1931 
und auf der Physiologentagung 26. 5. 1931 vorgetragen. 
6* 
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mit Jodmethyl und Diazomethan fiihrte bis jetzt noch nicht zum 
Ziel. Wir muBten uns vorliufig mit der Benzoylierung begniigen. 
Von vornherein ist zu erwarten, daB mindestens so viel Benzoy]- 
gruppen aufgenommen werden, als dem Gehalt an Arginin ent- 
spricht. Zu diesem Resultat kam bereits K. Hirayama?) bei der 
Behandlung von Clupein und Sturin mit Naphthalin- und Benzol- 
sulfochlorid. Die Reaktionsprodukte wiesen eine gesetzmaBige Be- 
ziehung zwischen dem Gehalt an Stickstoff und an Schwefel auf. 
Nach dem Verhalten des freien Arginins kann seine Guanidin- 
gruppe nur mit einer Benzoylgruppe besetzt werden.5) Nun ent- 
halt das Clupein 1 Molekiil Serin, dessen Hydroxylgruppe frei ist. 
EinschlieBlich dieser ist der Gehalt an iiberschiissigem Sauerstoff 
stets dem an Monoaminosauren fquivalent. Wenn mehr Benzoyl 
aufgenommen wird, als dem Gehalt an Arginin und Serin ent- 
spricht, so kénnte das auf die hypothetischen Hydroxylgruppen 
zurickgefiihrt werden. Insofern vermag die Benzoylierung zur 
Entscheidung unserer Frage beizutragen. 

Wir lieBen das Benzoylehlorid in 4fachem UberschuB (be- 
zogen auf den Stickstoffgehalt) auf Clupeinesterhydrochlorid B ein- 
wirken und hielten die Reaktion waihrend der ganzen Operation 
zwischen px 8 und 9. Die veresterte Carboxylgruppe wird natiirlich 
sofort verseift. Das Benzoylierungsprodukt fallt gleich aus und 
wird dadurch dem weiteren EinfluB der alkalischen Reaktion, die 
eventuell eine Zersetzung herbeifiihren kénnte, entzogen. Benzoyl- 
clupein ist ein rein weiBes Pulver und in lufttrockenem Zustand 
nicht hygroskopisch. Beim Trocknen im Vakuum tiber Phosphor- 
pentoxyd und bei 100° verliert es 6,08°/, seines Gewichtes an 
Wasser, was 9 Molekiilen pro Mindestmolekil entspricht. Das 
wasserfreie Benzoylelupein ist etwas hygroskopisch, zersetzt sich 
unscharf in der Nahe von 240°, ist unldslich in Alkalien, Saéuren 
und auch den anderen gebrauchlichen Lésungsmitteln. Dadurch 
kann es von allen Verunreinigungen freigewaschen werden. Wir 
haben in ihm die elementare Zusammensetzung, den Gehalt an 
Benzoyl und an Arginin bestimmt, letzteres um festzustellen, ob 
bei der alkalischen Reaktion vielleicht ein Teil der Guanidin- 
gruppen hydrolysiert worden ist. Die Werte fiir Arginin haben 
sich jedoch nicht geandert. 

Nach den Analysen der I. Mitteilung besteht ein Mindest- 
molekiil von Clupein B aus 8 Molekiilen Arginin und 4 Molekiilen 
Monoaminosiiuren, auBerdem soll es einschlieBlich der des Serins 
4 Hydroxylgruppen enthalten. Bei vollstindiger Benzoylierung 
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miissen 12 Benzoyle aufgenommen werden. Die direkte Bestimmung 
der Benzoesaure ergab 48,36°/,, berechnet 49,85°/,. Da die Benzoe- 
siure nach der Hydrolyse des Benzoylclupeins sich nicht mit ge- 
nugender Genauigkeit bestimmen lat, haben wir die auf- 
genommenen Benzoyle aus der Zunahme des Kohlenstoff- und der 
Abnahme des Stickstoffgehaltes berechnet. Die im experimentellen 
Teil mitgeteilten Analysen stimmen am besten fiir 12 Benzoyl- 
gruppen, lieBen sich aber innerhalb der Fehlerbreite auch mit der 
Annahme von 11 oder 18 Benzoylen vereinen. Deswegen haben wir 
die Benzoylierung noch mit m-Chlorbenzoylchlorid ausgefiihrt. 

Fiir diese Versuche verwandten wir das oben erwihnte neue 
Clupeinpraéparat. Auch in ihm ist das molekulare Verhiltnis des 
Arginins zu den Monoaminosiéuren wie 2:1, und der iiberschiissige 
Sauerstoff dem Gehalt an Monoaminosaéuren dquivalent, wieder 
einschlieBlich der Hydroxylgruppe des Serins. Der Chlorgehalt des 
Chlorbenzoylderivates dieses Clupeins entspricht sehr scharf dem 
Gehalt an Arginin und iiberschiissigem Sauerstoff. 

In beiden Praéparaten unterscheiden sich die Benzoyle in der 
Festigkeit ihrer Bindung, was der Annahme, da ein Teil derselben 
an Sauerstoff gebunden ist, weiter entgegen kime. Durch alko- 
holische Salzséiure werden einige leichter abgespalten als die anderen. 
Ks lieB sich etwa so viel Benzoesaure isolieren, als 8 Molekiilen ent- 
spricht. Jedenfalls wurde mehr Benzoesiure abgespalten, als der 
emen Gruppe an dem Hydroxyl des Serins zukommt. Wir hatten 
allerdings die Abspaltung von 4 Benzoylgruppen erwartet ; immerhin 
weicht der gefundene Wert bei der Schwierigkeit der quantitativen 
Bestimmung der Benzoeséure nicht zu sehr davon ab. 

Das Resultat dieser Versuche ist also eine auffallende Uber- 
einstimmung zwischen der Zahl der Benzoylgruppen, die nicht an 
Guanidin gebunden sind, und dem Gehalt an Monoaminosiuren, 
bzw. dem iiberschiissigen Sauerstoff einschlieBlich der Hydroxyl- 
gruppe des Serins. Wir sind uns wohl bewuBt, da8 damit das Vor- 
kommen des uberschiissigen Sauerstoffs in Form von Hydroxylen 
noch nicht endgiiltig bewiesen ist. Es kénnen noch andere Méglich- 
keiten diskutiert werden. Ein Teil der Benzoylgruppen kénnte an 
die Peptidbindungen getreten sein (vgl.§). Allerdings ergibe sich 
dann die weitere Frage, warum nur ein Teil der Peptidbindungen 
benzoyliert worden ist; denn fiir eine Benzoylierung samtlicher 
Peptidbindungen ist der Gehalt an Benzoyl zu gering. AuBerdem 
hat M. Bergmann gezeigt, daB acylierte Peptidbindungen sehr 
labil sind.?) Weiter ware noch an eine entsprechende Zahl freier 
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Prolin-iminogruppen zu denken. Diese Annahme erscheint uns 
aber sehr unwahrscheinlich, da, wie A. Kossel und N. Gawri- 
low?!) bereits gezeigt haben und wir in unserer I. Mitteilung be- 
statigen konnten, das Clupein keinen formoltitrierbaren Stickstoff 
enthalt. 

Das Benzoylelupein kann noch dazu dienen die Zugehérig- 
keit der freien Carboxylgruppe aufzukléren, zum mindesten fest- 
zustellen, ob sie einem Arginin oder einer Monoaminosaure angehort. 
Nach M. Bergmann und H. Késter') geht Arginin beim Er- 
wirmen mit Essigsiureanhydrid in Triacetyl-anhydroarginin iiber, 
das in Wasser in Diacetylharnstoff und /-Acetylamino-«-piperidon 
zerfallt. Diese Reaktion benutzten wir bereits zur Ermittlung der 
Stellung der zweiten Benzoylgruppe im Dibenzoylarginin.5) Wir 
erhielten damals bei Zerlegung des Acetylierungsproduktes in 
Wasser Benzoyl-acetylharnstoff und (/-Benzoylamino-«-piperidon. 
Ein endstindiges Arginin befindet sich im Benzoylelupein in einem 
ganz analogen Zustand wie das Dibenzoylarginin, nur mit dem 
Unterschied, daB die «-Aminogruppe mit der Carboxylgruppe 
eines Peptidtrestes verbunden ist. Benzoylelupein nimmt beim 
Erwirmen mit iberschiissigem Essigsiureanhydrid entsprechend 
den 8 Guanidingruppen 8 Acetyle auf. Benzoyl-acetyl-clupein 
ist schwach gelblich gefairbt, lést sich schwer in Wasser, leichter 
in warmem Alkohol. Bei der Hydrolyse mit Schwefelsaure lieferte 
es nur mehr 77°/, Argininstickstoff vom Gesamtstickstoff. Diese 
Abnahme an Arginin entspricht gerade dem Verlust von einem 
Molekiil. An seiner Stelle isolierten wir aus der Mutterlauge des 
Argininflavianates Ornithinflavianat und identifizierten es als 
Ornithursiiure. Der intermediar gebildete Piperidonring wurde bei 
der Hydrolyse gedffnet. 

DaB die freie Carboxylgruppe einem Argininmolekiil angehért, 
wurde friiher bereits aus Versuchen iiber die Einwirkung von 
Arginase auf Clupeinesterhydrochlorid geschlossen. Pro Mindest- 
molekiil wird gerade 1 Aquivalent Harnstoff abgespalten.*) Die 
ausfiihrliche Mitteilung dieser Versuche wird in kurzer Zeit erfolgen. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung von (12)-Benzoyl-clupein B. 


5 g Clupeinesterhydrochlorid B mit einem Methoxylgehalt von 
1,54°/, wurden in 500 cem Wasser gelést und die klare Lésung in 
einer Kiskochsalzmischung gut gekiihlt. Dann wurden 100 ccm 
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13 § 6,6 iger Natronlauge und 10 ccm (= 12g) Benzoylehlorid zu- 
i- [ gesetzt und kraftig geschiittelt, bis der Geruch nach Benzoyl- 
e- [  chlorid verschwunden war. Diese Behandlung wurde noch 2mal 
ff wiederholt und dabei darauf geachtet, daB die Reaktion nicht 


_ tuber px 9 stieg (Thymolphthalein). Das Benzoylelupein fiel fast 
»- [fF quantitativ aus und wurde zur Entfernung der Benzoesiiure 2mal 
t- mit 1°/jiger Natronlauge und dann ebenso oft mit 5°/,igem Ammo- 
t _  niak zur Beseitigung der Natronlauge griindlich verrieben und 
r- abgesaugt. 


r, Das rein weiBe Produkt ist sehr schwer léslich in Natron- 
mn  lauge, nur um ein geringes besser in Wasser, etwas leichter in Salz- 
er (— sdure und schwer in Alkohol und den anderen gebriuchlichen 
ir [ Losungsmitteln. Beim Erhitzen im Schmelzpunktréhrehen gibt es 
n bei etwa 120° Wasser ab; die krystallwasserfreie Substanz zersetzt 
n. _ sich unscharf bei etwa 240°. Zur Analyse wurde es in Alkohol 
m gelést und mit Wasser gefallt und iiber Calciumchlorid vor- 
m getrocknet. Dann wurde das Praparat im Vakuum iiber Phosphor- 
ye pentoxyd unter langsamem Ansteigen der Temperatur auf 100° 
m zur Gewichtskonstanz gebracht. Dabei verloren 0,7554 g 0,0460g = 
id 6,08°/, H,O, berechnet fiir 9 Molekiile 5,58°/,. Erwairmt man beim 
in Trocknen zu rasch, so wird durch das entweichende Krystallwasser 
er etwas Benzoesdéure hydrolytisch abgespalten. 
te Pregl: 4,870mg Substanz gaben 10,885mg CO,, 2,780mg H,O 
na = C 60,96°/,, H 6,39°/,. 

4,300 mg Substanz gaben 9,525 mg CO,, 2,280 mg H,O = C 60,41°/,, 
- H 5,93°/,. 
es f Kjeldahl: 0,1104g verbrauchten 13,7 cem 0,1 n-HCl, N 17,38°/, 
ils 0,1453 g a 17,7ccom 0,1 ,, ~—_,y_:17,07 
el 0,0910 g i 11,0ccm 0,1 ,, =, :16,94 

0,0747 g » 9,0ccem 0,1 __,, », 16,88. 
+t Zeisel: 0,1015 g gaben keine Spur von AgJ. Daher ist der Ester bei 
’ 


der Benzoylierung verseift worden. 


on Hydrolyse: Ungefahr 3 g wurden 15 Stunden mit 33 Vol.-°/, Schwefel- 
st'- siure hydrolysiert, die Benzoesiure ausgeaithert und die waBrige Lésung mit 
ie Baryt auf schwach saure Reaktion gegen Lackmus gebracht und das Filtrat 


vom Bariumsulfat auf 100 ccm eingeengt. 
Kjeldahl: 5 ccm verbrauchten 15,0 ccm 0,1 n-HCl (Doppelversuch). 
van Slyke: 5 ccm entwickelten 13,85 ccm N, (21°, 715 mm) = 35,09°/, 
NH,-N vom Gesamt-N. 
5 ccm entwickelten 13,65ccm N, (21°, 714mm) = 34,54°/, NH,-N 
vom Gesamt-N. 
on 10 ccm entwickelten 27,45ccm N, (21°, 715mm) = 34,78°/, NH,-N 
vom Gesamt-N. 
” Argininbestimmung: 10ccm gaben 0,3237 g  Argininflavianat 
Ti = 88,40°/, vom Gesamt-N. 
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10 ccm gaben 0,3253 g Argininflavianat = 88,83°/) vom Gesamt-N. 

Benzoesaéurebestimmung: 1,4590g Substanz wurden mit 20°/, 
Salzsiure hydrolysiert und erschépfend ausgedthert. Die nach Verdampfen 
des Athers verbliebene Benzoesiure wurde getrocknet und betrug 0,7056 g 
= 48,36°/,, berechnet fiir 12 Benzoylgruppen 49,85°/,. 

Fiir die Aufnahme von 12 Benzoylgruppen in das Clupein B ergibt sich 
eine Summenformel von Cyy,H,2,N3g0e9 und ein Molekulargewicht von 2919. 
Danach ergeben sich folgende berechneten Werte fiir die wasserfreie Substanz: 
C 60,83°/,, H 6,01°/,, N 17,27°/,, Benzoesiure 49,85°/,, Arginin 88,80°/, 
vom Gesamt-N. 


Einwirkung von alkoholischer Salzsiure auf Benzoylclupein. 


Benzoylelupein wurde in absolutem Athylalkohol suspendiert 
und ohne Kihlung Salzséure bis zur Lésung eingeleitet. Dabei 
stieg die Temperatur auf etwa 60° an. Nach dem Erkalten fiel ein 
Teil aus, der Rest erst auf Zusatz von Ather. Beide Niederschlige 
wurden mit Ather gewaschen und der Waschiather mit der atherisch- 
alkoholischen Mutterlauge vereinigt. Alkohol und Ather wurden 
abdestilliert, der Riickstand in waBriger Natronlauge zur Ver- 
seifung des Benzoesdureesters aufgenommen, darauf die Lésung 
mit Salzsiure angesiuert und die freie Benzoeséiure erschdpfend 
mit Ather extrahiert. Nach Verdampfen des Athers wurde sie 
getrocknet und gewogen. 

1,4379 g Benzoylclupein gaben 0,0176 g Benzoesiure = 3 Mol. 

3,5780 ¢ * ,,  0,0407 g ~ — 2,72 Mol. 

Die Spaltung verliuft nicht ganz einheitlich; denn das zuerst aus- 
gefallene Produkt enthalt 16,13 bzw. 16,31°/, N und 1,62 bzw. 1,56°/, 
Athoxy], das zweite leichter lésliche enthalt 15,21 bzw. 15,30°/) N und 1,86 
bzw. 1,78°/, Athoxyl. 

Es sei noch hervorgehoben, da die alkoholische Salzsaure 
die Peptidbindungen kaum angegriffen hat, obwohl jede Vorsicht 
bei der Veresterung auBer acht gelassen wurde. Im urspriinglichen 
Clupein betrigt der Quotient OCH,:N bzw. OC,H;:N 0,029, in 
dem oben erwihnten schwerer léslichen Produkt 0,031 und in den 
leichter léslichen 0,086. Ware nur eine einzige Peptidbindung 
gedffnet worden, so hatte er auf 0,056 ansteigen miissen. 


(12)-Benzoyl-(8)-acetyl-clupein B. 


5 ¢ des Benzoylproduktes wurden in 50 ccm Essigsaure- 
anhydrid eingetragen und durch kurzes Aufkochen gelést. Das 
iiberschiissige Essigsiureanhydrid wurde im Vakuum abdestilliert 
und mit dem Riickstand noch einmal in der gleichen Weise ver- 
fahren. Das Reaktionsprodukt wurde mit Ather gefallt, in abso- 
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lutem Alkohol gelést und die Fallung mit Ather wiederholt. Die 
Ausbeute war fast quantitativ. Das Acetylprodukt ist schwach 
gelblich gefarbt, in Wasser sehr schwer léslich, dagegen leicht in 
warmem Alkohol. Es gab keinen scharfen Zersetzungspunkt. Zur 
Analyse wurde es im Vakuum unter ganz allmahlicher Erhéhung 
der Temperatur auf 100° iiber Phosphorpentoxyd zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

Pregl: 4,180 mg Substanz gaben 9,20 mg CO,, 2,23 mg H,O = C 60,03°/,, 
H 5,97°/,. 

Kjeldahl: 0,1744 g verbrauchten 19,3 ccm 0,1 n-HCl, N 15,50°/, 

0,1990 g - 22,4ccm 0,1 __s,, » S477. 

Fir die Aufnahme von 8 Acetylen in das (12)-Benzoyl-clupein B und 
Bildung des Piperidonringes im endstandigen Arginin ergibt sich eine Summen- 
formel von Ci¢,HiggN3g,03, mit dem Molekulargewicht 3237. Die berechneten 
Werte fiir die elementare Zusammensetzung sind C 60,45°/,, H 5,87°/,, 
N 15,55°/9. 

Hydrolyse: Von dem mit 33°/, Schwefelsaure erhaltenen Hydrolysat 
verbrauchten 30 ccm 36,6 ccm 0,1 n-HCl. 

30 ccm gaben 0,3446 g Argininflavianat = 77,13°/, vom Gesamt-N. 

30ccem ,, 0,3458 ¢ pe = 77,40°/, 55 99 

Der freie Aminostickstoff betrug im Hydrolysat 36,34°/, vom Gesamt-N. 

Beim Eindampfen des neutralisierten Hydrolysats trat ein intensiver 
Geruch nach Acetamid auf, der auch bei den Versuchen mit Dibenzoylarginin 
wahrgenommen wurde. 

Zum Nachweis des Ornithins wurden rund 3 g in der gleichen Weise 
hydrolysiert und aufgearbeitet. 

5eccm verbrauchten bei der Bestimmung des Gesamt-N 17,63 ccm 
0,1 n-HCl. 

20cem gaben 0,6623 bzw. 0,6601 g Argininflavianat = 76,9, 76,6°/, 
vom Gesamt-N. 

Die Mutterlauge des Argininflavianats wurde im Vakuum zur Trockene 
eingeengt und mit warmem 96°/,igem Alkohol extrahiert. Der Riickstand 
bestand aus 0,1662 g Ornithin-monoflavianat = 5,28°/, vom Gesamt-N. Zur 
weiteren Identifizierung wurde es aus Wasser umkrystallisiert. Es zersetzte 
sich bei 245° und zeigte, mit Ornithin-monoflavianat gemischt, keine Depres- 
sion. Weiter wurde das Flavianat mit verdiinnter Schwefelséure und Butyl- 
alkohol zerlegt und das freie Ornithin nach Schotten-Baumann benzoy- 
liert. Wir erhielten 10 mg Benzoylderivat, die nach der ersten Umkrystalli- 
sation bei 180° schmolzen und mit Ornithursiure keine Depression gaben. 

0,0096 g Benzoylderivat verbrauchten bei der Stickstoffbestimmung 
3,95 com n/70-HCl = 8,23°/, N, berechnet fiir Ornithursdure 8,19°/,. 


Wir haben die Acetylierung des Benzoylelupeins noch mehr- 
mals ausgefiihrt und in dem Reaktionsprodukt nach der Hydro- 
lyse das Arginin bestimmt. RegelmaBig nahm der Arginingehalt 
ab. Wir geben noch die Zahlen von 2 Versuchen wieder. 


10 ccm Hydrolysat verbrauchten 4,55ccm 0,1 n-HCl; 20ccm gaben 
0,0875, 0,0890 g Argininflavianat = 78,77, 80,12°/, vom Gesamt-N. 
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10 ccm Hydrolysat verbrauchten 3,9ccm 0,1 n-HCl; 30ccm gaben 
0,1099, 0,1103 g Argininflavianat = 76,93, 77,19°/, vom Gesamt-N. 


Darstellung des neuen Clupeinesters. 


Das Ausgangsmaterial stammte vom Dezember 1930. Wir 
haben das Nucleoprotamin 4mal mit 0,5 Vol.-°/, Schwefelsdure 
extrahiert, die emzelnen Extrakte aber nicht vereinigt. Erfahrungs- 
gemiB enthalt der erste Extrakt fast kein Clupein und gibt mit 
Natriumpikrat eine kleine Menge eines schmierigen Niederschlags. 
In der zweiten Extraktion ist die Hauptmenge des Protamins, zu- 
gleich auch das reinste. Fir die nachfolgenden Untersuchungen 
haben wir nur das Pikrat aus dieser Extraktion verwendet und 
wie iiblich durch Veresterung zerlegt. Es wurde so lange Salz- 
siure eingeleitet, bis die Pikrinsiure in Lésung gegangen war, 
filtriert und mit Ather gefallt. Der Methoxylgehalt dieses rohen 
Esterhydrochlorids betrug 1,20°/». 

0,0625 g gaben 0,0057 g AgJ. 

Der Niederschlag wurde wieder in Methylalkohol geldst, 
1/, Stunde ein langsamer Strom von Salzsiiure unter Ausschlud 
von Wasser bei Zimmertemperatur eingeleitet, 2 Stunden stehen 
gelassen und wieder mit Ather gefillt. Der Methoxylgehalt betrug 
in diesem zweiten Niederschlag 1,39°/». 

0,0550 g gaben 0,0058 g AgJ. 

Nach der zweiten Veresterung wurde das Priéparat in viel 
Wasser gelést und zur weiteren Reinigung mit Natriumpikrat 
gefallt. Der Niederschlag wurde wiederholt griindlich mit Wasser 
verrieben und abgesaugt, schlieBlich wie oben zerlegt. Nach der 
dritten Veresterung betrug der Methoxylgehalt 1,35°/). 

0,0697 g gaben 0,0071 g AgJ. 

Das Esterhydrochlorid wurde noch ein viertes Mal verestert, 
zur Konstanz getrocknet und dann der Gesamtanalyse unter- 
worfen. Hier sind die einzelnen Komponenten des Clupein- 
gemisches noch vereinigt, wie Versuche iiber die Léslichkeit in 
Methylalkohol ergaben. 

Pregl: 4,170mg Substanz gaben 6,09 mg CO,, 2,76mg H,O = C 39,83°/,, 
H 7,41°/,. 


/ 


4,09 mg Substanz gaben 6,000 mg CO,, 2,74mg H,O = C 40,01°/), 
H 7,49°/,. 

3,880 mg Substanz gaben 5,650 mg CO,, 2,485mg H,O = C 39,72), 
H 7,17°/,. 

4,710 mg Substanz gaben 6,940 mg CO,, 3,200mg H,O = C 40,18°/), 
H 7,60°/,. 
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en Volhard: 0,17428g Substanz verbrauchten 7,40ccm 0,1 n-AgNO, 
= Cl 15,06°/,. 
Carius: 0,17428 g Substanz gaben 0,1078 g, 0,1080 g AgCl = Cl 15,30, 
15,33°/,. 


; Kjeldahl: 0,04357 g Substanz verbrauchten 7,4, 7,55 ccm 0,1 n-HCl 
ir = N 23,79, 24,27°/,. 
re Zeisel: 0,0540 g Substanz gaben 0,0054 g AgJ = 1,3°/, OCH,; 0,0014 g 
3° = AgJ 0,16 °/, CH,N. 

; van Slyke: 0,08714g Substanz gaben 0,10ccm N, (23°, 724 mm) 


— 0,507°/, NH,N vom Gesamt-N. 

» 0,08714 g Substanz gaben 0,15 ccm N, (22°, 723mm) = 0,77°/, NH,N 

u- vom Gesamt-N, 

en CooHi47Ng6C1,0,, (2071) 

nd Ber. C 39,98°9/, H 7,15°/, N 24,33°/, Cl 15,41°/, OCH, 1,49°/, 

iz Im Mittel 

“ Gef. C 39,94°9/, H 7,41°/, N 24,03%/, Cl 15,23°/, OCH, 1,30°/). 

en Die Methoxylzahlen, die sich bei der 4maligen Veresterung 
nicht geaindert haben, und die inzwischen publizierten Versuche 
iiber die Veresterung des Sturins®), des Thymushistons’) und 

st. des Ghadins?*) beweisen, daB es bei geeigneter Teehnik méglich ist, 
1B die freien Carboxylgruppen eines Proteins ohne Offnung von 
™” Peptidbindungen zu verestern. Wir sind so ausfiihrlich auf diesen 
ae Punkt eingegangen, weil in der Zwischenzeit eine Arbeit von 

. Bh. Waldschmidt-Leitz, F. Ziegler, A. Schaffner und 
L. Weil?) erschienen ist, in der behauptet wird, daB das Clupein 

ol bei der Veresterung zersetzt wird. Das Verhaltnis von Gesamt- 

" stickstoff zu freiem Aminostickstoff, besser zu Stickstoff, der durch 

salpetrige Séure entwickelt wird, auf welches sich die Autoren 
er ‘ — 

a stiitzen, ist gerade in diesem Fall ein sehr ungeniigendes Merkmal 
zur Kennzeichnung des Clupeins. Aus unserer I. Mitteilung 
geht hervor, daB dieses Verhaltnis unabhingig von der Molekular- 
eroBe ist und im iibrigen weisen die Autoren selbst darauf hin, daB 

t, in dem Clupean, welches durch Abspaltung von 2 Molekiilen Arginin 

a aus dem Clupein entstehen soll, das Verhaltnis dasselbe ist wie im 

. urspriinglichen Clupein. 

Darstellung des n-Chiorbenzoylderivates. 
los 


Das neue Clupeinpraiparat wurde wie das alte mit Chlor- 
benzoylchlorid behandelt. 


Preg|: 4,17 mg Substanz gaben 8,25 mg CO,, 1,770 mg H,O = C 53,95°/,, 
ly, H 4,75%/,. 

Mikro-Dumas: 4,285 mg Substanz gaben 0,5718 ccm N, (17°, 719 mm) 
o si N 14,86°/,. 
Carius: 4,410 mg Substanz gaben 2,250 mg AgCl = Cl 12,62°/,. 
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Unter der Voraussetzung, daB8 12 Chlorbenzoylreste aufgenommen 
worden sind, betragt die Summenforme! C,,.H,;,NsgCl,2Oe9 und das Molekular. 
gewicht 3375. Die berechneten Prozentzahlen sind C 54,04°/,, H 4,69°/,, 
N 14,93°/,, Cl 12,60°/). 

Nach den Analysen werden auf 9 Stickstoffatome 3 Chlor- 
benzoylgruppen aufgenommen, also entsprechend dem molekularen 
Verhaltnis des Arginins zu den Monoaminosauren. 

Hydrolyse: 5ccm des Hydrolysats verbrauchten 8,00 ccm 0,1 n-HC), 

40 ccm lieferten 0,7166, 0,7170 g Flavianat = 91,73, 91,78°/, Arginin-N 
vom Gesamt-N. 

Dieser Argininwert ist auffallend hoch und auf ein beigemischtes 
anderes organisches Flavianat zuriickzufiihren. Dies ist etwas leichter léslich 
als Argininflavianat und zersetzt sich bei 240°. Es bildet makroskopische 
hellgelbe Drusen aus Nadeln. Wir konnten noch nicht aufkléren, um was 
fiir eine Verbindung es sich handelt. 


Zusammenfassung. 


Clupein nimmt bei der Benzoylierung so viel Benzoylgruppen 
auf, als dem Gehalt an Monoaminosiuren und Arginin entspricht. 
Ein Teil davon tritt an die Guanidingruppen, der Rest ist vielleicht 
an Sauerstoff gebunden. 

Wird Benzoylclupein mit Essigsiureanhydrid erwarmt, so 
nehmen die bereits benzoylierten Guanidine noch je eine Acetyl- 


gruppe auf. 
Bei der Séurehydrolyse des Benzoyl-acetyl-clupeins entsteht 


auch Ornithin. Dieser Befund beweist, daB die freie Carboxylgruppe 
einem Argininmolekil angehért. 
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Untersuchungen tiber die Herkunft des Kreatins. 
Ein Beitrag zur Behandlung progressiver Muskelatrophien 
mit Glykokoll. 


(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 


Karl Thomas, Ade T. Milhorat*) und Fritz Techner. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Dezember 1931.) 








Uber die Herkunft des Kreatins bestehen zwei Auffassungen. 
Die eine 14Bt es durch Abbau, die andere durch Synthese entstehen. 

Beim Abbau denkt man wegen der formelmiBigen Be- 
ziehungen zwischen Kreatin und Arginin an das Arginin, obgleich 
in der Nahrung zugefiihrtes Arginin weder die Ausscheidung von 
Kreatinin im Harn steigert, noch den Gehalt der Muskeln an Krea- 
tin erhoht. Ebenso léBt eine Reihe méglicher Zwischenstoffe 1”) 
bei einem solchen Abbau einen EinfluB auf die Kreatininmenge im 
Harn vermissen. Nur Guanidoessigsdure zeigte beim stoffwechsel- 
gesunden Tier vielleicht ein positives Ergebnis (vgl. aber ablehnende 
Kritik von Hunter8), §.224). Denkbar bleibt daneben, da8 Arginin 
im Stoffwechsel der Muskeln auch von seinem anderen Ende her 
abgebaut wird. Diese Anschauung entwickelte Thomas!) (1921) 
gewissermaBen ex vacuo. Millard Smith?%) (1926) kam unab- 
hingig davon zu einer ahnlichen Auffassung. Doch fehlt auch 
heute noch, das sei nochmals betont, jeder sichere Beweis dafiir, 
da8 Kreatin und Kreatinin einerseits und das Arginin der Nahrung 
oder des eigenen (Muskel) HiweiBes andererseits in biologischer 
Beziehung irgendwie zusammenhiangen. 

Diese Liicke in unserem Wissen kommt daher, daB das stoff- 
wechselgesunde Tier von auBen zugefiihrtes Kreatin offenbar ver- 
werten kann. Hs tritt fiir sonst in den Muskeln gebildetes Kreatin 
ein, erspart also dessen Bildung. Nur so lassen sich die Beob- 
achtungen deuten, daB Zufuhr von Kreatin weder den Kreatin- 
baw. Kreatiningehalt der Muskeln noch des Harns steigert und 
auch die Stickstoffausscheidung im Harn nicht erhéht. Erst wenn 
sehr groBe Mengen gefiittert werden, wird mehr Harnstoff aus- 
geschieden. Es geniigt daher nicht, daB Thomas und seine Mit- 
arbeiter!”) friiher festgestellt haben, daB aus ihren synthetischen 
Guanidoséuren kein Kreatinin gebildet worden war. Es muBte 
noch festgestellt werden, was aus ihnen geworden ist. Wir haben 


*) Fellow in Medicine, National Research Council. 
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deshalb die alten Harne weiter aufgearbeitet. Bei cutaner Zufuhr 
erscheint von den Methylguanidoséuren ein erheblicher Anteil 
(bis 70°/,) unverandert im Harn; oral zugefiihrt findet sich etwa 
um die Hilfte weniger wieder. Am geringsten werden bei oraler 
Zufuhr die nicht methylierten Guanidosiuren wieder ausgeschieden. 
Das Verhalten der ¢-Methylguanido-capronséure hat Techner") 
bereits ver6ffentlicht und inzwischen auch die y-Methylguanido- 
buttersiure aus dem Harn zuriickgewonnen, Milhorat konnte das 
6-Methylarginin nach dessen Verfiitterung!?*) im Harn auffinden. 
Wenn man auferdem in Betracht zieht, da8 Kreatin, Kreatinol), 
aber auch die nicht methylierte e- Guanido-capronsiéure?7>) in groBem 
Umfange aufgespalten werden, so darf man aus diesen Beobach- 
tungen wohl den SchluB ziehen, daf die Methylierung im Guanidin- 
kern seine Aufspaltung manchmal erschwert, manchmal erleichtert. 

Die synthetische Bereitung von Kreatin im Tierk6rper stellt 
man sich aus Glykokoll oder ihm nahestehenden Stoffen vor. 
Durchs Experiment ist diese Auffassung in zweifacher Huinsiclit 
gestiitzt. Einmal gelang es M. Bergmann?) im Triacetyl- 
arginin-anhydrid die Guanidingruppe so aufzulockern, daB sich 
ihr Harnstoff- bzw. Cyanamidrest unter solch milden Bedingungen, 
wie sie auch in vivo vorkommen, auf andere Aminogruppen iber- 
tragen lieB. Aus Sarkosin stellte Bergmann so in vitro Kreatin 
dar. Solche Versuche zur Synthese bieten am_ stoffwechsel- 
gesunden Tier nach dem oben gesagten wenig Aussicht auf Er- 
folg. Anders dagegen bei bestimmten physiologischen und krank- 
haften Zustinden, bei denen Kreatin im Harn ausgeschieden wird. 
Versuche an solchen stoffwechselgestérten Menschen gaben nun 
den zweiten Hinweis auf eine synthetische Bildung von Kreatin. 
Die Kreatinurie zeigte sich nimlich bei geeigneten Patienten ab- 
hingig von der Menge des umgesetzten und von der Qualitit 
des mit der Nahrung zugefiihrten EiweiBes (Gibson und 
Martin.’) Die Kreatininmenge jedoch lieB sich bei ihnen genau 
so wenig wie bei stoffwechselgesunden Menschen weder durch 
KiweiB- noch Kreatinzufuhr beeinflussen. Im Gegensatz zum 
Stoffwechselgesunden scheiden solche Patienten zugefiihrtes Kreatin 
je nach der Schwere ihrer Erkrankung mehr oder weniger 
vollsténdig im Harn wieder aus. Daher lassen sie sich gut zu 
Untersuchungen iiber die Herkunft des Kreatins benutzen. Ver- 
suche mit Arginin gaben auch hier kein Kreatin. Argininreiches 
Edestin fiitterten Gibson und Martin, Arginin selbst E. Brand.*) 
Milhorat versuchte unsere alten Guanidosiuren. Er fand: 





















Untersuchungen iiber die Herkunft des Kreatins usw. 
































Ge- Wieder} Nach 
Substanz Patient} wicht Subst. ae gef. yr tang 
in kg} '™ & 88° | in */o entsprech. 
Guanidocapronsaure K 48,1 | 25,8 5 27,8 ~- 
- K 44,8 | 45,0 3 42,2 — 
- ¥ 56,3 | 12,0 3 19,0 — 
Methylguanidocapronsiure | V 57,0 | 16,0 4 37,6 55,3°/, 
‘s V 55,7 6,0 2 19,9 29,3°/5 
Methylguanidobuttersaure ¥ 55,2 | 12,0 2 60,44 — 


Die Stoffe verhalten sich also ahnlich wie im stoffwechsel- 
gesunden Tier. Die Methylierung im Guanidinkern erschwert 
bei innen den Abbau. Von der nicht methylierten Guanidosiure 
erscheint weniger unverdindert im Harn wieder. Die Patienten 
konnten sie jedoch wesentlich schlechter zerstéren als das stoff- 
wechselgesunde Tier. Dem entspricht, daB sie verfiittertes Kreatin 
(2,63g wasserfreies im Tag) zu 70—80°/, unverandert ausschieden. 
Die Kreatinausscheidung war bei Verfiitterung der synthetischen 
Guanidoséuren nicht vermehrt; es lieB sich also auch an den 
Patienten eine Bildung von Kreatin durch Abbau nicht feststellen. 

Dagegen scheint man bei solchen Patienten die Bildung von 
Kreatin auf synthetischem Wege nachweisen zu kénnen. Gibson 
und Martin fanden schon bei einer eintagigen Zulage von 50—55g 
Gelatine einen Zuwachs an Kreatin von rund 150 mg = rund 40°/). 
Sie geben keine Deutung fiir ihren Befund. Brand?) setzte die 
Untersuchung fort. Er fand in der Guanidoessigsiure, aber auch 
im Glykokoll einen Stoff, der bei 5 Patienten regelmaBig die Kre- 
atinurie um etwa 40°/, ihres Wertes gesteigert hat. 4—8°/, der 
zugefiihrten Glykokollmenge (1—2g N entsprechend) gingen in 
Kreatin tiber. Wir konnten diesen Befund in vollem Umfang be- 
stitigen. Wir bekamen bei einer Zufuhr von 5g schon einen 
eben deutlichen Ausschlag. 15—20g Glykokoll im Tag steigerten 
die ausgeschiedenen Mengen von Kreatin bei den verschiedenen 
Patienten in verschiedenem Grade. Das hangt vor allem davon ab, in 
welchem Umfang sie zugefiihrtes Kreatin noch verwerten kénnen. 
Bei einem Patienten, der es zu 100°/, wieder ausschied, erhielten 
wir auch am meisten Extrakreatin aus dem Glykokoll (rund 
500 mg). Andere gaben 300mg und weniger. Der prozentuelle 
Zuwachs hingt von der Stirke der Kreatinurie ab. Ist von An- 
fang an viel vorhanden, dann steigerte Glykokoll um 100°/,; ist 
von Anfang an wenig vorhanden, so kann die absolut genommen 
kleinere Steigerung doch 1000°/, ausmachen. Gibson und 
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Martin, vornehmlich aber Brand, haben bei solchen Patienten 
auch andere Aminosduren schon untersucht. Sie waren alle ohne 
Wirkung. In erster Linie interessierte d-Glutaminsiéure. Auch 
wir fanden sie wirkungslos. Je 30g Glutaminséure 3 Tage lang 
einem Kind von 26 kg gegeben dnderte nichts an der Kreatin- 
und Kreatininausscheidung. Trotzdem méchten wir die Méglich- 
keit eines Ubergangs von Glutaminsiure in Glykokoll, auf die 
Knoop zuerst hingewiesen hat, nicht in Abrede stellen. Glyko- 
koll kénnte auch iiber y-Aminobuttersdéure aus Ornithin entstehen. 
Wird die w-Aminogruppe acyliert, so wird der Abbau der Butter- 
siure! 5) und des Ornithins!*) aufgehoben oder wenigstens sehr 
stark erschwert. Ohne Acylierung geht der Abbau_ weiter 
(Keil®). Wir gaben einem Patienten im Stickstoffminimum 
4 Tage lang je 16g y-Aminobutterséure und erhielten dadurch 
einen Zuwachs von 250—800 mg Kreatin im Tag. Entsprechend 
der Zufuhr stieg die Harnstoffausscheidung an. 

In geeigneten Fallen klingt die durch Glykokollzufuhr bedingte 
erhéhte Kreatinausscheidung schon nach einer Woche wieder ab, so 
daB nach 2—8 Wochen trotz gleichbleibender Darreichung von 
15 g Glykokoll tiglich die Kreatinurie auf ihren alten Stand zuriick- 
kehrt. Bei der Mehrzahl unserer Faille dauerte es aber linger. In 
einem schweren Fall war nach 8 Wochen (also einer Zufuhr von 
iiber 800g Glykokoll) die Kreatinausscheidung zwar schon im 
Abnehmen, hatte aber den Anfangswert immer noch nicht erreicht. 
Gleichzeitig mit der Abnahme der Kreatinurie steigt die Ausschei- 
dung von Kreatinin an. Bei einigen Patienten geschieht dies 
schon nach 2 Wochen langer Behandlung mit Glykokoll, bei anderen 
erst viel spiter. In einem Fall hat sich dabei die Kreatinurie so 
gebessert, daB die Kreatinmenge unter den Anfangswert hinunter 
gegangen ist. Der Stoffwechsel glich sich also dem normalen an. 
Dies zeigte sich jetzt auch bei einer Wiederholung der Kreatin- 
belastung. An Stelle von 70°/, vorher wurden jetzt nur noch 33°/, 
im Harn unverandert wieder gefunden. 

Diese Anderungen im Kreatininhaushalt, die wir durch Glyko- 
koll erzielt haben, verschwinden im Laufe von einigen Wochen 
wieder, wenn man die Glykokollzufuhr ausseizt. 

Wahrend diese Stoffwechselanderungen vor sich gehen, bessert 
sich in auffallender Weise das Befinden der Patienten. Als 
erstes Symptom trat, in der Halfte unserer Falle emige Tage 
bevor das Extrakreatin zu fallen begann, ein Gefiih] auf, das die 
Patienten als krabbeln und reiBen bezeichneten, und das an- 
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scheinend zuerst in den am _ schlechtesten funktionierenden 
Muskeln gespirt wurde. Das Gefiihl war in einem Fall so stark, 
daB es den Schlaf beeitrachtigte. Es schwindet mit dem Ver- 
siegen der Extrakreatinurie. Ein Fall kam mit solch einem 
Muskelgefiihl in unsere Behandlung. Hier verschwand es unter 
der Glykokollzufuhr. Da8 auf die Angaben der Patienten Ver- 
laB ist, dafiir spricht die Beobachtung, daB derselbe Patient 
die gleiche Muskelgruppe als den Ort bezeichnete, wo er das Gefiihl 
zuerst spurte, als er sich 6 Monate nach der ersten Behandlung 
und einer Behandlungspause von 3 Monaten, in welcher Zeit sein 
Befinden wieder schlechter geworden war, erneut der Glykokoll- 
behandlung unterzog. Als niachstes Symptom schwindet die 
Midigkeit; die Patienten fiihlen sich leichter und frischer und 
geneigt zu Bewegungen, die sie sonst vermieden haben. All- 
méhlich bessert sich auch deutlich die Funktion einzelner 
Muskelgruppen, so daB Bewegungen ausgefiihrt werden kénnen, 
die seit Jahren unméglich waren (Radfahren, Treppensteigen, 
aufstehen vom Boden ohne Hilfe). Bei zwei von unseren Fiillen 
haben wir die Behandlung fiir 8 Monate ausgesetzt. Htwa 
einen Monat lang wirkte sie noch nach, dann aber verschlimmerte 
sich der Zustand bis zur urspriinglichen Schwere. In dieser Zeit 
verloren die Patienten auch wieder die Fahigkeit Kreatin zu ver- 
werten. Erneute Glykokollbehandlung anderte dann das chemische 
Verhalten und das Befinden in der gleichen Reihenfolge und 
etwa in der gleichen Zeit. 

Die Geschwindigkeit, mit der die Besserung eintritt, und ihr 
Umfang hangt natiirlich von der Schwere der Erkrankung ab. 
Wir verfiigen iiber einen Fall, wo eine 2 Monate lang fort- 
gesetzte Glykokollzufuhr zwar subjektiv das Befinden wohl ge- 
bessert hat, objektiv sich aber noch keine Steigerung einer Muskel- 
funktion nachweisen la8t. Bei den anderen Fallen besserten sich 
einzelne Muskelgruppen (z. B. Bein, Arm), andere (Schultermuskel) 
nicht. Wir haben bis heute 6 Falle in 8 Beobachtungsperioden 
in Behandlung. 8 davon zeigen das klinische Bild der progressiven 
Muskeldystrophie, die 8 anderen das der Pseudohypertrophie und 
Muskelatrophie. Bei beiden Erkrankungen verlegt man mit 
Duchenne (de Boulogne)*® * ®) den primiaren Sitz in die 
Muskeln selbst. Es fallt auf, daB dessenungeachtet alle Behand- 
lungsmethoden!®) , die man versucht hat, von der Vorstellung 
ausgehen, als ob die Muskelatrophie eine sekundire Erscheinung 
sel, weil die Innervation in irgendeiner Weise gestért ist. Es 
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wundert uns daher nicht, daf diesen Behandlungsmethoden ein 
praktischer Erfolg versagt geblieben ist. Wir dagegen kommen 
einer kausalen Therapie zum mindesten sehr nahe. Sie hat sich 
folgerichtig aus Untersuchungen ergeben, die von rein theore- 
tischen Vorstellungen ausgegangen sind, Vorstellungen, die zuerst 
von der physiologischen Forschung auf dem Gebiet des intermediaren 
Stoffwechsels entwickelt worden sind und die von ihr nur entwickelt 
werden konnten, weil sie in voller Selbstandigkeit sich ihre Ziele 
ganz ohne Riicksicht auf praktische Erfolge setzte. 

Wir haben auBerdem zur Kontrolle 3 Falle von sekundarer 
Muskelatrophie (amyotrophische Lateralsklerose, Gelenkrheumatis- 
mus, angeborene Idiotie) untersucht. Bei ihnen bestand bei kreatin- 
freier Kost auch eine Kreatinurie, und sie schieden bei der 
von uns geiibten Belastung mit Kreatin etwa die Halfte davon 
wieder aus. Glykokoll gab aber kein Extrakreatin. Nach 5 Wochen 
langer Zufuhr von taglich 15g besserte sich das Befinden der 
Patienten in keiner Weise. Auch zeigte sich die Kreatinverwertung 
nach dieser Zeit unveraindert. Das Versagen dieser Falle und die 
giinstige therapeutische Beeinflussung der anderen primiren 
Muskelatrophien beweist wohl zur Geniige, daB wir im Glyko- 
koll keinen Reizstoff von voriibergehender Wirkung zu _ sehen 
haben, sondern daB es im Ruhehaushalt des Muskels in groBem 
Umfang gebraucht wird und daf sich der Stoffwechsel des Muskels 
von dem anderer Organe hier in einer nur ihm eigentiimlichen 
Weise unterscheidet. ' 
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